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1 EINLEITUNG

1.1 Ablauf des akuten Nierenversagens

Das akute Nierenversagen (ANV) spielt im klinischidhiag eine grol3e Rolle. Insgesamt
sind von diesem Krankheitsbild 1-5% der hospitatigin Patienten und sogar fast ein
Viertel der Intensivpatienten betroffen [1, 2].

Das ANV ist definiert durch eine im Grunde revelsiBbnahme der Nierenfunktion durch
eine pra-, intra- oder postrenale Ursache untegsibher Atiologie. Pathophysiologisch
steht die ischamische Schéadigung im Vordergrund|chvee mit dem Verlust von
Tubulusepithelzellen, vorwiegend im proximalen Tisuim auf3eren Mark [3], und mit

einer Entziindungsreaktion einhergeht (Abb. 1) [1, 4

N
(O)

Signal-
molekiile
... ® ..

Abbildung 1: Ablauf des akuten Nierenversagens

Bei normaler Nierenfunktion (A) flieit im Tubuluslumen Harn, aus welchem Stoffe und Wasser iiber die
Mikrovilli der Tubulusepithelzellen riickresorbiert werden. Nach Schddigung dieser Zellen z.B. durch eine
Ischémie, ist die Riickresorption eingeschriankt, so dass es zur Aufdehnung des Tubuluslumens (B) und
Ablésung sterbender Tubuluszellen (C) kommt. Auch im umliegenden Gewebe findet eine
Entziindungsreaktion (D) statt: das Gewebe wird 6dematos, Entziindungszellen sowie mesenchymale Zellen
wandern ein und es beginnt die Regeneration mit Ersatz abgestorbener und die Interaktion mit verbleibenden
Tubuluszellen. Vermittelt werden die Reperaturvorginge durch Signalmolekiile (E).

Insgesamt liegt die Mortalitatsrate bei einem AN/ étwa 50% [1, 5] — diese wird jedoch
stark durch verschiedene Komorbiditaten des jegailiPatienten beeinflusst [4-6]. Uber
90% der Uberlebenden Patienten weisen eine vallgf@rund nur weniger als 1% keine
Erholung der Nierenfunktion auf [6]. Dieses istimkzufihren auf verschiedene effektive



Reparaturmechanismen. Ziel ist hierbei der Ersdigestorbener Tubulusepithelzellen

durch vitale Zellen und somit das Wiederherstetlenphysiologischen Struktur.

1.2 Mesenchymale Stromazellen

Mesenchymale Stromazellen (MSC) kommen in vielega@en vor [7-9]. Ihnen werden
multipotente und regenerative Fahigkeiten zugesbbkn.

Diese Zellen wurden zuerst um 1970 von Friedengeal. aus Knochenmark isoliert und
beschrieben [10, 11]. Bis heute gibt es viele \aestene Isolations- und
Kultivierungsverfahren, die eine Vereinheitlichurder Ergebnisse erschweren [12].
Zudem gibt es keine einheitliche Nomenklatur fOesdi isolierten Zellen, da ihnen ein
speziell zuzuordnender Marker fehlt und damit etiee heterogene als eine homogene
Zellpopulation beschrieben wird [13]. Aus diesenmui@ wurde von der internationalen
Gesellschaft fir Zelltherapie eine Vereinheitlicguder Nomenklatur auf ,multipotente
mesenchymale Stromazellen® fur diese spezielle pdplilation gefordert, welche
bestimmte Kriterien erfullt [14, 15]. Diese defirten Kriterien umfassen:

- Die Isolationsmaéglichkeit durch Plastikadhareniz machfolgender Bildung von
fibroblastoiden Kolonien, welche auch als ColonyfRimg-Units (CFUSs)
bezeichnet werden. Diese sollen aus einer einziggie, dem Colony-Forming-
Unit-Fibroblast (CFU-F), hervorgehen [14, 16].

- Die Expression spezieller Antigenmuster: Zum eieén positiver Nachweis fir
CD73, CD90 und CD105 und zum anderen eine fehléhgeession von CD34,
CD45, CD14 oder CD11b, CD79a oder CD19 und HLA-DR

- Ein multipotentes Differenzierungspotential in ipmene, chondrogene und
osteogene Zellen.

Diese Kriterien sind jedoch nicht ausreichend [13o wurden bereits reine

Fibroblastenkulturen beschrieben, welche tUber dasmnte Antigenmuster verfligen [17],
so dass eine direkte und eindeutige Phanotypiggeden definitiven und naiven MSC noch
nicht gelungen ist. Des Weiteren wurden diese Hetenur auf humane Zellen bezogen

und andere Spezies bei der Kriterienauswahl nietitdksichtigt.

1.3 Reparative Vorgdnge nach einem akuten Nierenveaigen

1.3.1 Rolle mesenchymaler Zellen bei Reparaturvorgéen in der Niere
Mesenchymalen Stromazellen aus dem KnochenmarK. (Boge marrow stromal cells,
BMSC) wurde lange Zeit eine grof3e Bedeutung beansjven Vorgdngen nach einem
ANV zugeschrieben. Dieses basiert auf zwei Beolhegjen: 1) BMSC integrieren sich
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bei ausgepragter Differenzierungsfahigkeit aucheumhysiologischen Bedingungen in
Nierengewebe. Aber auch Fusionen mit renalen Zellenden beschrieben. Nach
Knochenmarktransplantation konnte nachgewiesen emerddass lokal 2-8% der
differenzierten Nierenzellen aus dem Knochenmaakngten [18, 19]. 2) Experimentelle
Injektion von BMSC intravaskular (arteriell odernds) oder intrarenal nach induziertem
ANV fuhrte bei einigen Experimenten zu einer deldin Verbesserung der
Nierenfunktion und des Krankheitsverlaufes [20-Zihe Arbeit hingegen konnte keinen
Effekt auf den Verlauf des ANV nachweisen [25].nehreren Studien konnte zwar eine
gesteigerte Mobilisation und Einwanderung von BMS& die Niere im ANV
nachgewiesen werden - diese lag allerdings miteisagt 8-20% der tubularen Zellen [18,
25, 26] in einem Bereich, welche nur eine geringeigérung im Vergleich zur
physiologischen BMSC-Integration (siehe unter 1)rstidlt. Neben zusatzlicher
Einwanderung ins Mesangium (10% der BMSC) intetgieich die Gberwiegende Zahl
(80%) der Zellen ins Interstitium [25]. Interessast, dass Langzeitergebnisse nach
experimenteller Applikation von MSC zwar eine giNesrenfunktion, jedoch auch das
deutlich vermehrte Auftreten von intraglomerulargdipozyten und das Auftreten einer
Glomerulosklerose gezeigt haben [21]. Somit schedl@r Ersatz apoptotischer
Tubulusepithelzellen durch BMSI@ vivo eher eine supportive, insgesamt untergeordnete
Bedeutung zu spielen. Auf Grund der interstitielldauptlokalisation scheinen MSC
vielmehr parakrin regulierend bei reparativen Voiggn zu wirken [27].

Auch in der Niere selbst wurden multipotente mebgmale Stromazellen beschrieben [9,
28-32], denen eine supportive Rolle bei der Regsimmer der Niere nach ANV
zugeschrieben wird. Diese Zellen kénnervitro ebenfalls durch Plastikadharenz isoliert
werden [29, 32] und sind b@i vivo Experimenten sogar zu einer Tubulogenese befahigt
[29]. Wie auch in anderen Organen, scheinen dies&erZ hauptsachlich perizytar zu
liegen [8, 33, 34], wobei eine dominierende Lokatisn an der renalen Papille diskutiert
wird [35, 36].

Durch Sezernierung diverser parakriner Faktoren §8fjeinen — eingewanderte oder
residente — MSC im Entzindungsgebiet mitogen uniia@optotisch auf vorhandene
Tubulusepithelzellen, zudem proangiogen und atdimimatorisch zu wirken [8, 27, 36,
37]. An den reparativen Vorgangen insgesamt habach dem heutigen Stand der
Literatur, residente renale Zellen deutlich mehd@éung als einwandernde BMSC [25,
38].



1.3.2 Rolle epithelialer Zellen bei Reparaturvorgédgen in der Niere

Neben mesenchymalen multipotenten Stromazellen emuedich epitheliale Stammzellen
in tubulérer Lage beschrieben [31, 39, 40]. Diessgten ebenso wie die MSC,
multipotentes Verhalten und verbesserten, bei Nathwiner Integration in geschadigte
Tubuli, die Nierenfunktion nach einem ANV. Diesell&e wurden zum einen in den
verschiedenen Tubuli, betont proximal, aber auclsammelrohr [39, 40], zum anderen in
der Bowmans Kapsel oder dem Gefal3pol gegenubaniiegefunden [31].

Insgesamt scheint der Hauptmechanismus der regamaforgange nach einem ANV der
Ersatz apoptotischer und nekrotischer Tubuluszeallech residente Tubulusepithelzellen
Zu sein [25, 38, 41-44], welche im Zuge der Repardedifferenzieren und proliferieren
[25, 44]. Gestltzt wird diese Annahme dadurch, desglente Tubuluszellen nach einem
Tubulusschaden wieder beginnen Marker des ProzedsesZelldifferenzierung, wie
vimentinund pax2 und nicht weiter Marker des finalen Differenziegszustandes, wie
z.B. lotus tetragonolobus agglutinirzu exprimieren [25, 44]. Hiermit lasst sich auch
vereinbaren, dass speziell fir den proximalen Tueline schnelle Proliferationsfahigkeit
nachgewiesen wurde, da sich viele Zellen nichten @0, sondern in der G1-Phase des
Zellzyklus befinden [45, 46]. Nach Ausschépfungseielokalen Mdglichkeiten scheint es
denkbar, dass auch mesenchymale Zellen vermebkktdekrutiert werden [47] und diese

in diesem Fall dann auch nicht nur rein parakrirkemn konnten.

1.4 Erythropoietin als renoprotektiver Mediator

Als ein renoprotektiver parakriner Faktor wird Emgpoietin (EPO) diskutiert [48]. EPO
ist ein Glycopeptidhormon, welches in verschiede@eganen wie Niere, Leber, Uterus,
Ovar, Eileiter oder im ZNS synthetisiert wird [48]5Hierbei ist die Niere jedoch der Ort,
welcher fir den EPO-Serumspiegel verantwortlich56t und damit die Hauptaufgabe des
EPO, die Aufrechterhaltung der Sauerstoffversorgigrgeinzelnen Zellen durch Regelung
der Erythropoese, sichert. In der Niere wird EP® aitem im Kortex und im auf3eren
Mark produziert. Die meisten Publikationen besdieri eine ausschliel3liche Produktion
durch peritubulare, fibroblastoide Zellen, die memrmusatzlich Ecto-5-Nucleotidase
synthetisieren [59-67]. In anderen Veroffentlichengvurde jedoch eine Synthese alleine
in tubularen Zellen nachgewiesen [68-72]. Angeregtd die epoExpression durch
Hypoxie [73, 74]. Zusatzlich wirkt Adenosin, dasdpnodukt der Ecto-5-Nucleotidase,
stimulierend [75, 76]. Auf die vielfaltigen Aufgabeneben der Stimulation der
Erythropoese weist das Vorhandensein von EPO-Remp(EPOR) in diversen Organen
hin. So wurden ubiquitar in der Niere [77], auf Btitklzellen [78, 79], auf
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Magenmukosazellen [80], in der Plazenta [81], aaydig-Zellen [82] oder auf neuronalen
Zellen [83, 84] diese Rezeptoren nachgewiesen.emschiedenen Versuchen konnte fir
EPO eine VEGF-induzierende und angiogenetische [@5, mitogene [87, 88],
antiinflammatorische, antioxidative, antiapoptdtisc[89] und immunmodulierende [90,
91] Wirkung gezeigt werden. So ist auch eine pitdtekVirkung auf die Niere bei einem
ANV zu erklaren [48, 92, 93], welches unter EPO-&=ilung im Tiermodell einen
signifikant milderen Verlauf zeigte. Diese pleigieo Bedeutung wird gestitzt von
Experimenten, die zwar bei einem Nierenschadenesagt eine Abnahme der Anzahl
EPO-produzierender Zellen im Vergleich zur gesunddirre zeigten, jedoch auch
nachwiesen, dass bei starkerem Defekt prozentubt @ellen EPO produzierten als bei
einem leichteren Gewebeschaden [94]. Des Weiteocamtk gezeigt werden, dass EPO
fibrotische Umwandlungen von Epithel zu Mesenchyrrimgert [95].

Die Isolation und Charakterisierung renaler EPQdpmierender Zellenn vitro konnte
bisher noch nicht in zufriedenstellendem Mafld duetiigrt werden. Vor kurzem ist es
gelungen, solche Zellen durch simple Plastikadii&mnisolieren [32]. In dieser Studie
wurde jedoch nicht die gesamte isolierte heterog@ekpopulation, sondern nur ein
spezieller Zellklon (,4E") untersucht. Aus den Bogessen der Experimente schlossen die
Verfasser, diese Zellen seien Vorlauferzellen mittipotentem Differenzierungspotential.
Die Zellen besal3en eine gewisse Fahigkeit zur @iffeierung in Perizyten, Adipozyten,
Myofibroblasten, Osteoblasten und Endothelzelled konnten aktiv an der Angiogenese
teiinehmen. Des Weiteren zeigten sie supportive emSghaften auf die
Tubuluszelldifferenzierung. Zudem konnte unter Aeéypoxie eine Bildung von EPO
durch diese Zellen nachgewiesen werden. Uberradenerise entwickelte sich aus
diesen Zellen eine heterogene Zellpopulation mitsel@edenen differenzierten Zellen
trotz gleicher Kulturbedingungen. Die Reproduziekie# dieser Ergebnisse im Zuge einer
de novolsolation ist allerdings fraglich, da, laut Verdasn, keine Mdglichkeit gesehen
wird, diese ,4E“ Zellen direkt aus dem gesamtentetogenen Nierenzellisolat zu
identifizieren. Trotzdem ist es mit dieser Publikatgelungen, eine Verbindung zwischen

isolierten multipotenten MSC und EPO-produzierendeltenin vitro herzustellen.

15 Die Nephrogenese wéahrend embryonaler Entwickhgsvorgange
Zum Verstandnis der reparativen Vorgange nach eid®V ist ein Verstandnis der
Nephrogenese hilfreich, deren Analyse Gegenstamdzablreichenn vitro undin vivo

Experimenten ist.



Die renale Entwicklung ist auR3erordentlich komplend besteht aus drei Hauptschritten
[96, 97]. Der erste Schritt beginnt bei der MausTayg 8post conceptioner(p.c) mit der
Entwicklung der Vorniere aus dem intermedidren Mesm. Diese verfluigt noch Uber
keine exkretorische Funktion und degeneriert faslistandig wéhrend der weiteren
Entwicklung. Nur der untere Teil des Vornierengageelcher durch epitheliale Zellen
gebildet wurde, persistiert als Wolff-Gang. Diessr fir die Entwicklung der spateren
Nieren essentiell. Im zweiten Schritt beginnt dresgéang eine Tubulogenese im
benachbarten Mesenchym zu induzieren. Es entwickelt die Urniere, welche das
Endstadium der Nierenentwicklung bei im Wasser riele@ Vertebraten darstellt. Bei
hoher entwickelten Vertebraten degeneriert auckedidierenentwicklungsstufe, wahrend
die Entstehung der endgultigen Niere, Metanephesagnt, beginnt. Hierbei wird der
epitheliale Harnpol durch den Wolff-Gang an Tag 5Jf¢c. gebildet, welcher als
Ureterknospe in das intermedidre Mesoderm hineihstdcund die Bildung des
metanephrischen Mesoderms induziert. Folgend begthe@ Nephronformation und
Tubulogenese durch eine Mesenchym-zu-Epithel-Umluaigd MET) [97, 98].
Wachstumsfaktoren spielen eine wichtige Rolle beier dRolle zellularer
Differenzierungsvorgange wahrend der NephrogenBsespielsweise wurde eine starke
Stimulation der metanephrischen Organogenese dRetmsdure nachgewiesen [99].
Transforming Growth Factg@l (TGH1) leitet die fur die MET essentielle Genexpression
ein [100] und hat regulative Aufgaben wahrend depiNogenese [101]. Publiziert wurde
auch ein Einfluss von Epidermal Growth Factor (EG&)f Proliferation und
Differenzierung von Nierenzellen [102]. Dieser l&#ti sich besonders auf glomerulare
und tubuléare Zellen [103]. Zudem dient EGF auch patstektiver Faktor vor Apoptose
[104]. Fibroblast Growth Factor (FGF) 2 ist erfaldd, um die Aggregation
metanephrogener mesenchymaler Zellen von Ratteitro zu induzieren und kann zudem
eine  MET herbeifihren [105]. Leukaemia inhibitoryactor (LIF) kann diese
mesenchymalen Aggregate in Nierentubulusepithel amaeln, jedoch nur, wenn eine
Exposition mit FGF2 vorausgegangen ist [106]. Unfddosteron konnte in einer
Perfusionskultur mit renalen Vorlauferzellen eimaluktion der Tubulogenese vitro

nachgewiesen werden [107].

1.6 Embryonale Stammzellen alsin vitro Modell von Differenzierungs-
vorgangen
Das etablierte  Modellsystem der Differenzierung imer embryonaler

Stamm (ES)-Zelllinien kann zwar keime vivo Experimente an Embryonen ersetzen, ist
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aber auf Grund der Reproduzierbarkeit und der Rsmlukvieler unbekanntem vivo-
Variablen ein bisher unverzichtbarer Bestandteil Berschung zum Verstandnisgewinn
von zellularen Entwicklungsvorgangen geworden [1Q8}.

ES-Zellen werden als Aggregate kultiviert, die Elsbryoid Bodies (EBs) bezeichnet
werden. Unter Verwendung des EB-Kultursystems kadie Entwicklung der
undifferenzierten und pluripotenten ES-Zellewia Vorlauferzellen in terminal
differenzierte Zellen aller drei Keimblatter untecht werden [114, 115]. So differenzieren
ES-Zellen spontan z.B. in Kardiomyozyten, welchederum in ventrikulare, atriale oder
sinusnodale Typen unterteilt werden konnen [116,7].11m Gegensatz hierzu
dedifferenzieren Herzzellen, die aus Primarkultugewonnen werden, schnell und sind in
Hinblick auf die Differenzierungsstabilitat dem E8Hmodell unterlegen [118, 119].
Auch ist das ES-Zell-Modellsystem ideal, um die &#&dng einzelner Faktoren auf
Differenzierungsvorgange zu untersuchen. So kaBndurch den Zusatz von Retinsaure
oder Wachstumsfaktoren der TGF und FGF Familie @ngitro-Differenzierung von
ES-Zellen in Herz-, Skelettmuskel- [120, 121], Kpelr [122-125] oder Fettzellen [126]
induziert werden. Auch konnte von unserer Arbeiipge gezeigt werden, dass in EBs
spontane primitive renale Strukturen entstehen ][1Z0séatzlich wurde in anderen
Arbeiten gezeigt, dass die renale Differenzierung ¥S-Zellen durch Applikation von
Activin A, auch in Kombination mit Retinsdaure uniB4, geférdert wird [110, 112, 128].
Die alleinige initiale Applikation hoher Konzentiaten von BMP2, BMP4 oder BMP 7
inhibierte jedoch die renale Differenzierung [11Des Weiteren konnte auch iim vivo-
Experimenten durch Injektion von ES-Zellen in merembryonale Nieren [128, 129] oder
ins Retroperitoneum [113] ein Potential zur Bildurgnaler Strukturen nachgewiesen
werden.

Ein Nachteil der konventionellem vitro-Kultur ist das statische Zellkulturmedium,
welches bei jedem Wechsel eine relativ drastischéefung von Temperatur, Gasanteilen
und Faktorenkonzentrationen bedingt. Dies kann smbderum negativ auf das
Differenzierungsverhalten der ES-Zellen auswirkéar Verminderung dieser variablen
Bedingungen gibt es die Madoglichkeit, ein geschlosse Kultivierungssystem zu
verwenden, welches Zellen wahrend des gesamten utfers mit frischem
Zellkulturmedium versorgt und stabile, reproduzeed Versuchsbedingungen ermdglicht
[130-132]. Dieses sogenannte Perfusionskultursysstnallerdings bisher nicht fir das

ES-Zell-Modellsystem etabliert.



1.7 Fragestellung
In dieser Promotionsarbeit wurden verschiedenedstatjungen bearbeitet.

1) Kénnen renale mesenchymale Progenitor/Stroneazells Nierengewebe nach einer
Standardprozedur isoliert, charakterisiert und vergleichbaren Zellen anderer Organe

abgegrenzt werden?

In dieser Arbeit erfolgt die Isolation mesenchymakellen aus murinen Nieren,
Lungen, Dickdarm, Knochenmark und Bauchhaut durclastRadharenz und
nachfolgend organabhé&ngig die CharakterisierungrdaAnalyse der:

- Bildung von Colony-Forming-Units

- Zellularen Proliferation unter Normoxie und Hyp®x2% Q)

- Telomeraseaktivitat

- Expression von Oberflachenmarkern durch Durckf#ytometrie

- adipogenen, chondrogenen und osteogenen Diffieremgsfahigkeit durch

Applikation verschiedener etablierter Induktionsieed

2) Exprimieren isolierte renale mesenchymale Stmmiden epo als ein mogliches

Signalmolekdl zur parakrinen Interaktion im akubMierrenversagen?

Diese Analyse der Expression vepo erfolgt hier auf Genebene mittels quantitativer
RT-PCR und EPQOn-situ-Hybridisierung.

3) Kann die renale Differenzierung von ES-Zellem vitro durch Applikation von

Wachstumsfaktoren bzw. Anwendung einer Perfusidiskmoduliert werden?

Nach definierter Applikation verschiedener Wachgttaktoren, wie TGFL,
FGF2+LIF, LiCl, Retinsdure, EGF und Aldosteron, eer die kultivierten EBs mit
Hilfe sekundarer Immunfarbungen auf die Entwicklurgnaler Cytokeratin- und
Nephrin-positiver, primitiver renaler Strukturemhintersucht und die Genexpression
renaler Markergene mittels semiquantitativer RT-R@Rlysiert.

Im Rahmen dieser Arbeit wird erstmalig die Kultiwiag von ES-Zellen in einer
Perfusionskultur beschrieben, um zu untersuchendiebDifferenzierung in renale
Strukturen von konsequent gleichbleibenden Kultdilgungen positiv beeinflusst

wird.



2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material
2.1.1 Versuchstiere und Zellen

Die verwendeten Versuchstiere und die verwendetenmlES-Zell-Linie sind in Tab. 1
und Tab. 2 erwéahnt.

Tab. 1: Versuchstiere zur Isolation mesenchymalert®mazellen (MSC)
Versuchsnummer: 12/A16/05 vom 22.02.2005

Versuchsnummer Ministerium fir Landwirtschaft, Untbwend I&ndliche R&ume: V312-72241.122-4
NMRI (Wildtyp) Maus

- Zur Isolation von Wildtyp-MSC
C57BL/6-Tg(UBC- GFP)30Scha/J Maus (3Jax® Mice and Services, Bar Harbor, Maine, USA)

- zur Isolation von Green-Fluorescent-Protein (GF@kitiven MSC

(Charles River Laboratories, Sulzfeld, Deutschland)

Tab. 2: Verwendete murine ES-Zell-Linie
D3 [133]

2.1.2 Chemikalien und Reagenzien
- Siehe Anhang (Tab. I)

2.1.3 Antikorper
- Siehe Anhang (Tab. II):
- Antikdrper zur Markierung intranukleérer DNA
- Antikorper zur Charakterisierung der MSC mittielsnunfarbung
- Antikdrper zur Analyse der chondrogenen Diffaienungsfahigkeit
- Antikorper furin-situ-Hybridisierung
- Antikdrper zur Analyse renaler Vorlauferstrulgar
- Sekundarantikérper

- FACS-Antikorper und zugehdrige Isotypkontrollen



2.1.4 Primer und Sonden
- Siehe Anhang (Tab. III):
- Primer der Housekeeping-Gene
- Primer zur Analyse der osteogenen Differenzigsféhigkeit
- Primer zur Analyse der adipogenen Differenzigaiahigkeit
- Primer zur Analyse der chondrogenen Differenmesfahigkeit
- Primer zur gRT-PCR-Analyse der EPO-Produktion

- Primer fur Versuche mit embryonalen Stammzellen

215 Gerate
- Siehe Anhang (Tab. IV): Verwendete Gerate

2.1.6 Verbrauchsmaterialien
- Siehe Anhang (Tab. V): Verwendete Verbrauchsnadien

2.1.7 Zellkulturmedien
Alle Medien wurden vor Verwendung mit einem Filigstem (Steritop und Stericup

0,22 um, siehe Tab. V) steril filtriert und vor Gabch im Wasserbad auf 37 °C erwarmt.

2.1.7.1 Medien (MSC-Versuche)
- Siehe Anhang (Tab. VI):
- MSC-Kultivierungsmedium
- MSC-Einfriermedium
- MSC-Differenzierungsmedien
- Adipogenes MSC-Induktionsmedium
- Adipogenes MSC-Maintancemedium
- Chondrogenes MSC-Differenzierungsmedium

- Osteogenes MSC-Differenzierungsmedium

2.1.7.2 Medien (ES-Zell-Versuche)

Inaktivierung von fetalem Kalberserum (FKS). Eingefrorenes FKS wurde bei
Raumtemperatur aufgetaut und bei 54 °C im Wassedilra80 min inkubiert, aliquotiert

und bei —20 °C gelagert. Nur inaktiviertes FKS veumtir Herstellung der ES-Zell-Medien

verwendet.
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- Siehe Anhang (Tab. VII):
- ESC-Kultivierungsmedium
- Mitomycin C Medium
- LIF-Medium
- ESC-Einfriermedium
- ESC-Differenzierungsmedium (20%)
- ESC-Differenzierungsmedium (0,2%)

2.1.8 Puffer und Lésungen
Alle Puffer oder Losungen, welche fir die Zellkultuerwendet wurden, wurden vor
Verwendung entweder autoklaviert oder mit einen2 uéh Filter steril filtriert.
- Siehe Anhang (Tab. VIII): Allgemeine Puffer ubdsungen
- PBS
- Loésungen zur RNA-Isolation
- Lésungen fur PCR
- Losungen fur Elektrophorese
- Losungen fir gRT-PCR

2.1.8.1 Puffer und Lésungen (MSC-Versuche)
- Siehe Anhang Tab. (IX): Puffer und LosungenMIBC-Versuche
- Lésung zur Zellisolation
- BrdU-L6sungen
- FACS-Puffer und Loésungen
- Differenzierungsldésungen
- Losungen zum Nachweis alkalischer Phosphatase
- Lésungen fur die Sudan 1l Farbung

- Losungen fur die EPO-in-situ-Hybridisierung

2.1.8.2 Puffer und Lésungen (ES-Zell-Versuche)

- Siehe Anhang (Tab. X):  Puffer und Lésungen f8CEVersuche
- Gelatineldsung
- Mitomycin C-L6sung
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2.2 Mesenchymale Zellen
Tabellen (Tab.) mit romischer Bezifferung, auf treFolgenden verwiesen wird, sind im
Anhang zu finden.

2.2.1 Isolation muriner, mesenchymaler Zellen augerschiedenen Organen
2.2.1.1 Praparation der Maus zur Gewinnung mesenaler Zellen

Bendotigte ReagenzienEthanol 70% (Tab. 1)

Nach Totung der Maus (Versuchstiere siehe 2.1.4ghdGenickbruch wurde die Maus zur
Desinfektion fur ca. 5 min in 70% Ethanol gelegtwanach unter der sterilen Werkbank

auf einem mit extra starker Aluminiumfolie ummargéal Holzbrett mit Pins fixiert.

B f

in Medium mit 40 min
Kollagenase/Dispase 37 °C

Ssecin_, == _>z

Ethanol,

steriles Sieb

o ﬁ Zentrifugation,,

in Medium mit 40 min o ciop

5 n . Kollagenase/ 37 °C
Dickdarm in NaCl Disgpase

©

— # — Z . ﬁ Zentrifugation \

in Medium mit 40 min . .
Kollagenase/Dispase 37 °C steriles Sisb

= _______ Zentrifugation,

\ 4

\
el
\ 4

4h
37 °C

Haut

Abbildung 2: Priparation der mesenchymalen Stromazellen. Die Organe wurden der Maus entnommen
und vom umliegenden Gewebe befreit. Das Anlegen einer Zellkultur erfolgte bei Niere, Lunge und Dickdarm
(A-C) durch erst manuelles und anschlieend enzymatisches Herauslosen der Zellen aus dem Zellverbund.
Knochenmark (D) wurde nach Er6ffnung des Markraumes mit einer Spritze, gefiillt mit NaCl, mit Druck
herausgespiilt. Aus der Bauchhaut isolierte Fibroblasten (E) wuchsen aus Gewebepriparaten heraus. Es
wurde MSC-Kultivierungsmedium verwendet.
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Zur spateren Isolation von Fibroblasten erfolgte &asur des Abdomens mit einem
Einmalrasierer. Danach wurde zunachst die Hautnhdabdomen und Mediastinum
eroffnet (Abb. 2).

2.2.1.2 Isolation muriner mesenchymaler ZellenMigsen, Lungen und Dickdarm
Bendtigte ReagenzienPBS (Tab. VIII), Ethanol 70% (Tab. 1), Kollagend3ispase Il
Losung (Tab. IX), MSC-Kultivierungsmedium (Tab. VI)

Durchfihrung: Die Isolation erfolgte in Anlehnung an ein fur dMiere bereits
publiziertes Protokoll [32], welches im Rahmen dire®romotionsarbeit optimiert und
auch fur andere Organe angewendet wurde.

Das jeweilige Organ wurde vom umliegenden Binded &ettgewebe befreit und in ein
steriles mitPBShbefllltes und abgewogenes 50 ml Zentrifugenrohrdifeerfihrt und das
Organgewicht bestimmt.

Durch die physiologisch mit Bakterien kontaminieféllung des Dickdarms bedurfte
dieser vor dem Abwiegen einer ausgiebigen Reinigutigrfir wurde der Darm am
Ubergang zum Diinndarm abgesetzt und der Kot retdogiurch zwei anatomische
Pinzetten herausgedriickt. Danach erfolgte das Aésates Darms am After. In einer mit
PBS geflillten bakteriologischen Petrischale wurde dagan mit einem Skalpell
longitudinal geteilt, um das Lumen nBS spulen zu kdnnen. AnschlielBend wurde der
Darm fir 5 sec in70% Ethanol geschwenkt und in das miPBS beflllte
Zentrifugenréhrchen zur Wagung Uberfihrt.

Nach der Gewichtsbestimmung wurde das Organ inneirlgecherglas mit 5 ml
Kollagenase/Dispase-Losurigmin mit einer spitzen Schere zerkleinert uncchis3end
40 min bei 37 °C und 75 rpm in einem Warmeschduitlkubiert, um die Zellen aus ihrem
Zellmatrixverband herauszulGsen. Es folgte dasi€ién der Dispersion durch ein steriles
Teesieb, wonach das Filtrat in ein mMWSC-Kultivierungsmediunygefiilites 50 ml
Zentrifugenrdhrchen tberfuhrt wurde, um die Enzysulig zum Erlangen eines relevanten
Wirkungsverlustes zu verdinnen. Nach Zentrifugatlen Suspension und Absaugung des
Uberstandes wurde das Pellet in 10 M8BC-Kultivierungsmediundx resuspendiert und
entweder auf eine 75 ¢én(Nieren) oder auf zwei 25 dm(Lunge und Dickdarm)
Zellkulturflaschen ausplattiert. Nach 2 Tagen eftel der erste Mediumwechsel, um

nicht-adharente Zellen und Gewebereste zu entfernen

13-



2.2.1.3 Isolation muriner mesenchymaler Zellenkaschenmark
Bendtigte ReagenzienPBS (Tab. VIII), MSC-Kultivierungsmedium (Tab. VI)

Durchfiihrung: Die Hinterbeine der Maus wurden mit einer Schena Becken abgesetzt
und die Knochen mit Hilfe von zwei chirurgischem®&tten von Muskulatur und Fell
befreit. Die Epiphyse der vier nun blanken Rohrextkien wurde mit einer Schere entfernt
und das Knochenmark in ein mRBS gefulltes Zentrifugenréhrchen ausgespritzt.
Verwendet wurde hierfur eine mit einer 25 G Kanigesehenen mieBSgefullten 10 ml
Spritze. Auf Grund des sehr niedrigen Organgewghted des isolationsbedingt
hinzugegebeneRBSwar eine zuverlassige Wagung des Organgewichoés moglich.

Das Knochenmark wurde durch wiederholtes Resusperdimit einer Pipette zerkleinert.
Es folgte die Zentrifugation fir 5 min bei 1000 rpBer Uberstand wurde abgesaugt, das
Pellet mit 10 mIMSC-Kultivierungsmediumix resuspendiert und die Suspension auf zwei
25 cnf Zellkulturflaschen ausplattiert. Nach 2 Tagen lgtioder erste Mediumwechsel.

2.2.1.4 Isolation muriner Fibroblasten aus Bauaohha
Bendtigte ReagenzienPBS (Tab. VIII), MSC-Kultivierungsmedium (Tab. VI)

Durchfihrung: In senkrecht gestellte 25 cm? Zellkulturflaschemraen vorsichtig, ohne
die Wéande mit Medium anzufeuchten, 5 MBC-Kultivierungsmediuntiberfihrt. Die
rasierte Bauchhaut der Maus wurde mit einer Scgeeehnitten und in einer mRBS
befiillten bakteriologischen Petrischale mit einekalfell in etwa 5x5 mm grofRe Stiicke
zerteilt. Jeweils 5 Hautsticke wurden vorsichtigf alen trockenen Boden der
Zellkulturflasche mit einer Pinzette mit der Haumgmseite tberfihrt. Nach vierstindiger
aufrechter Inkubation im Brutschrank wurden diesEken vorsichtig hingelegt, so dass
das vorgelegte Medium die Hautstiicke umspulen lkorfine Entfernung dieser Stiicke
wurde vorgenommen, sobald mikroskopisch aus der t Hauf dem Plastik
herauswachsende Fibroblasten erkennbar wurden.e®ikennte etwa zwei bis drei

Wochen nach Versuchsbeginn beobachtet werden.
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2.2.2 Kultivierung der mesenchymalen Zellen

2.2.2.1 Passagieren

Bendtigte ReagenzienPBS (Tab. VIII), Trypsin/EDTA 10x (Tab. 1), jeweges Medium
(Tab. VI)

Durchfihrung: Das Wachstum der Zellen wurde mikroskopisch kohérd! Bei
entsprechender Zelldichte (mindestens 70% Konfluenrden diese passagiert. Hierzu
wurden die Zellen 2x miPBSgewaschen und danach nlitypsin/EDTA 10xbei 37 °C

2 min inkubiert. Die jeweilige verwendete Menge \RBSundTrypsin EDTA 10xichtete
sich nach der Zellkulturflaschengréf3e (Tab. 3).

Tab. 3: Verwendete Mengen abhéngig von der ZellkultrflaschengrofRe
FlaschengroRe [cth PBS [ml] Trypsin/EDTA 10x [ml]  Medium [ml]
25 5 2 5

75 15 3 15

150 30 5 25

Zellen, die sich nicht alleine durch die Inkubatimit Trypsin/EDTA 10X0sten, wurden

manuell mit einem Zellschaber vom Zellkulturplastkgelost. Die abgelosten Zellen
wurden mittels einer Pipette in ein Rohrchen zunt#figation uberfuhrt. Nach der
Zentrifugation (5 min bei 1000 rpm) wurden die Belldurch 40x Resuspendieren im
frisch hinzugegebenen Medium homogen verteilt untiveder auf einer 3x grol3eren
Oberflache (z.B. 25 cm? => 75 cm?) ausplattiergyokonserviert ¢ 2.2.2.3) oder fir

Versuche verwendet. Zur Kultivierung der Zellenden Zellkulturflaschen wurde stets

eine definierte Mediummenge verwendet (Tab. 3).

2.2.2.2 Bestimmung der Zellzahl

Um eine definierte Anzahl von Zellen fur die Versazu verwenden, wurde die Zellzahl
bestimmt. Hierfir wurden 10 ul der nach dem Zengigren erhaltenen Zellsuspension
(2.2.2.1) mit einer Pipette in einEhoma-Zahlkammegegeben und die Zellen in den
vorgegebenen Bereichen gezahlt. Hierbei wurdennmanphologisch unauffallige Zellen

beriicksichtigt. Anschlieend wurde die Zellzahl dar Suspension/ml mit folgender
Formel errechnet: Zellzahl/ml = (gezéhlte Zellen/s4.0.
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2.2.2.3 Kryokonservierung
Bendtigte Reagenzien: PBS (Tab. VIII), Einfriermedium (Tab. VI/VII),
Kultivierungsmedium (Tab. XVI/VII)

Durchfiihrung: Die Zellen wurden passagiert (2.2.2.1), nach demtrfugieren in 1 ml
Einfriermedium durch 40x Resuspendieren aufgenommen, in ein i&rdhrchen
pipettiert und mit =1 °C/h in einer{ryo-Container auf —80 °C heruntergekuhlt. Zur
Langzeitkryokonservierung wurden die Zellen in $ligen Stickstoff (-196 °C) tUberfuhrt.
Zur Rekultivierung wurden die Zellen so schnell wméglich aufgetaut und umgehend in
ein mit warmenKultivierungsmediungefilltes Zentrifugenréhrchen tberfuhrt, 5 min bei
1000 rpm zentrifugiert und auf Zellkulturplastikessen OberflachengrofRe identisch zu
dem vor dem Einfrieren war, ausplattiert. Ausgen@mmhiervon waren murine
Fibroblasten der Haut, deren Wachstumsverhaltdm &€ so gut herausstellte, dass die
Oberflache nach dem Auftauen verdoppelt werden tenn

2.2.3 Analyse der Colony-Forming-Unit-Fibroblasts
Mit der quantitativen Analyse der Colony-Forming#Jribroblasts (CFU-F) lasst sich

eine Aussage Uber die Effektivitat der Isolation dellen [14, 16] treffen.

Durchfuhrung: Vor Erreichen der Konfluenz, spatestens aber amn Maach Isolation,
erfolgte lichtmikroskopisch, unter Verwendung desr $bjektivs, die Zahlung von
CFU-F.

Auswertung: Die CFU-F der isolierten Lungen-, Nieren- und Riakmzellen wurden auf
CFU-F/cnf und CFU-F/crfig Organ, die CFU-F der isolierten Knochenmarkzetiar auf
CFU-F/cnf, umgerechnet.

2.2.4 Analyse der Proliferation unter Normoxie undHypoxie (2% O,)
5’-Bromo-2'deoxy-Uridin (BrdU) ist ein Thymidinanalogon und wird wahrend der
DNA-Replikation in der S-Phase des Zellzyklus ie delle eingebaut. Das inkorporierte
BrdU kann durch einen spezifischen Antikdrper mifeHvon Immunfloureszenz sichtbar
gemacht werden, so dass Uber den Anteil replizikneiZellen eine Aussage Uber die
Proliferation der Zellpopulation gemacht werden rkais erfolgte eine Messung der
Proliferation unter Normoxie (NOX) und Hypoxie n2¢o O, (HOX) zu den Zeitpunkten
24 h, 48 hund 72 h.
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Bendtigte Reagenzien:PBS (Tab. VIII) BrdU-labeling-medium, BrdU-Fixierungs-,
Primér/Sekundarantikérperlosung (Tab. X)

Durchfithrung: 7000 Zellen/crhwurden auf ,CultureSlides®, bestehend jeweils zwsi
Kammern, ausgesat und in NOX oder HOX kultivieracN 24 h, 48 h und 72 h wurde
jeweils eine Farbung durchgefuhrt. Hierzu wurdeee8tunde vor Farbezeitpunkt das
Medium zu normoxischem bzw. hypoxischem frisch betglltenBrdU-labeling-medium
gewechselt. Nach einer Stunde Inkubation wurden,didtureSlides” mit normoxischem
bzw. hypoxischemPBS 3x gewaschen und fur 20 min bei —20 °C mit Hilfer de
Fixierungslosung fixiert. Es folgte nach 3x Waschait PBS die Inkubation mit der
Primarantikorperlosungtr 1 h bei 37 °C mit 75 rpm auf einem Rdttler, die Losung
homogenen zu verteilen. Nach erneutem 3x WascheRB8wurden die Proben fir 1 h
bei 37 °C und 75 rpm mit deBekundarantikdrperlosungnkubiert. Neben dem
Sekundarantikorper enthielt dieBAPI, einen DNA-markierenden Floureszenzfarbstoff,
der sich in allen Zellkernen anreichert. Wieder dam die ,CultureSlides” 3x miPBS

gewaschen und konserviert (2.4.6).

Auswertung: Es wurde das Verhdltnis BrdlDAPI*-Zellen zu Brdl/DAPI*-Zellen unter
Verwendung des 20er Objektivs bestimmt. Je Chambkerden 10 Gesichtsfelder

ausgezahlt und das Ergebnis graphisch aufbereitet.

2.2.5 Analyse der Telomeraseaktivitat

Telomere sind spezifische TTAGGG-Repeatsequenzemesm Enden eukaryontischer
Chromosomen, die als Bindungsstelle fiir die DNAyRwrase bei der Replikation des
Genoms wahrend des Zellzyklus fungieren. Hierbgliziert die DNA-Polymerase jedoch
nicht ihre Bindungsstelle, was zu einem progredieriferlust der TTAGGG-Repeats in
steigender Passage und letztendlich zur Unfahighkeit Zellteilung fahrt. Um dies zu
vermeiden, besitzen einige Zellen das Enzym Telasgr welches u.a. aus einem
RNA-Anteil, der die telomerspezifische Basenfolge esitet, und einem
Telomerase-Reverse-Transkriptase-Teil besteht anmit slie Telomere wieder verlangern
kann [134, 135].

Telomeraseaktivitdt wurde mittels deBeloTAGGG Telomerase PCR ELISA Kits

nachgewiesen, welches alle bendtigten Losungerdedoand ELISA-Platten enthielt. Das
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Prinzip dieses Assays beruht auf dem 1994 verditeten TRAP-Protokoll [136],
welches aus vier grundlegenden Schritten besteht:
1) Lysierung der Zellen und Isolation der Telomeras
2) Ein telomerahnliches Substrat, hier biotinmatkie P1-TS Primer, wird
hinzugegegeben und durch die Telomerase mit TTAGRe@eats verlangert.
3) Amplifikation der geschaffenen TTAGGG-RepeésPCR.
4) Nachweis des Amplifikatesa ELISA.

Benoétigte Reagenzien:PBS (Tab. VIII), TeloTAGGG Telomerase PCR ELISAt-Ki

Reagenzien (Tab. I), aqua dest.

Durchfihrung: Zur Vorbereitungwurden die Zellen passagiert (2.2.2.1) und gezahlt
(2.2.2.2). Jeweils 200.000 Zellen wurden in ein KReasgefaR uberfiihrt, der Uberstand
entfernt und das Pellet mitBSgewaschen, erneut zentrifugiert und das Pellekéodei
—80 °C bis zur weiteren Bearbeitung gelagert.

Zu den vorbereiteten Proben wurden 200 Lysispuffer hinzugegeben, resuspendiert,
30 min auf Eis inkubiert und der Uberstand nachn0 Zentrifugieren bei 13.200 rpm
und 4 °C in ein neues Reaktionsgefal3 Uberfiihrt.eHslgte die Bestimmung des

Proteingehaltes anhand des Bradford Protein Test3.2.6).

Elongation/Amplifikation:Fur Schritt 2 des TRAP-Protokolls wurden die Prol3@ min
bei 25 °C inkubiert. Die Amplifikation wurde mit 30yklen und einer Bindungstemperatur
von 50 °C in dem in 2.5.3 beschriebenem PCR-Prditdkochgefiihrt. Verwendet wurden
50 uIPCR-Mix bestehend aus 25 Reaktionsmixind 50 pg Probenprotein, maximal aber
25 ul Probe, ad 50 pdqua destZusatzlich wurde eine Negativkontrolle, bestehens a
agua destund Reaktionsmixund eine Positivkontrolle, bestehend aus 216 mzesmen,

mitgefuhrt.

ELISA: 5 pl PCR-Amplifikat wurden mit je 20 ul Reagenz demiert und 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Es wurden 100 pdybridisierungspuffer welcher
Telomerase-spezifische DIG-markierte Sonden enthldhzugegeben und insgesamt
100 ul auf eine vorbeschichtete Streptavidinmikatipl gegeben und 2 h bei 37 °C und
300 rpm inkubiert. AnschlieRend wurden die Probezindal mit je 250 pMaschpuffer
gereinigt und 100 pl eineMeerrettichperoxidase konjugierten Anti-DIG-Antigeérs

hinzugegeben mit nachfolgender 30 min Inkubation Reumtemperatur und 300 rpm.
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Nach finfmaligem Waschen mit 250 Waschpuffewurde die Bindung des Antikorpers
nach Zugabe von 100 fMB und 10-20 min Inkubation bei Raumtemperatur b& §in
nach Zugabe einedtopreagenzeals gelbe Farbung sichtbar gemacht,

Auswertung: Die Proben wurden bei 450 nm photometrisch ausgeeme und die

Extinktion in Relation zu jener der PositivkonteoBtatistisch ausgewertet.

2.2.6 Bestimmung von Proteinmengen mit dem BradfarProtein Test
Um fir das Telomeraseassay 50 pg Protein verwendd®nnen, musste im Vorfeld die
Proteinmenge der Proben bestimmt werden. Der Bradfootein Test, basierend auf einer
Publikation von Bradford [137], besteht aus zwédiri8ten:
1) Bildung von Komplexen des Triphenylmethanfartis®o CBBG mit den
kationischen und unpolaren Seitenketten von Preiein saurer Losung.
2) Verschiebung des photometrischen messbaren pfimosmaximum von 470 nm
auf 595 nm durch Stabilisierung der unprotonierdonischen Sulfatform von
CBBG. Die Extinktionsbestimmung bei 595 nm wird z#onzentrations-

berechnung genutzt.

Bendtigte Reagenzien'PBS (Tab. VIII), BSA (Tab. I), TeloTAGGG Telomeea$CR
ELISA Kit (Tab. I) Lysis Puffer, Bradford Reagenkap. I)

Durchfiuhrung: Zu Beginn erfolgte die Kalibrierung des Photometenit einer
Proteinstandardreihe bestehend aus Proben, we)2B#®®0/0,75/1,00/1,25/1,50 nBSA
pro ml PBSenthielten. Eine Negativkontrolle mitBSohneBSAwurde ebenfalls in die
Standardreihe integriert.

25 ul des an Beginn der Telomerase-Analyse geteami€tberstandes wurden mit weiteren
25 pl Lysepuffer aus demeloTAGGG Telomerase PCR ELISA H#itd 1,5 miBradford
Reagenzersetzt, 10 min bei Raumtemperatur inkubiert andchlie3end im kalibrierten

Photometer bei 595 nm ausgemessen.

Auswertung: Mit Hilfe der ausgemessenen Standardreihe wurden jeweiligen

Proteinkonzentrationen bestimmt.
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2.2.7 Durchflusszytometrische Analyse der Oberfldenmarkermolekiile

Die Durchfuhrung dieser Analyse erfolgte mit tecdohier Unterstlitzung von Dr. Ulrich
Lindner, interdisziplindre AG Stammzellbiologie, ¥MeKlinik I, Universitat zu Lubeck
(PD Dr. med. Jan Kramer).

Die durchflusszytometrische Analyse basiert auf denmzip, dass eine einzelne Zelle
einen sie treffenden Laserstrahl in charakterisésdVeise streut. Durch eine Messung
dieser Streuung konnen Ruckschlisse auf ZellgrigBemartsstreulicht) und Granularitat
(Seitwartsstreulicht) erfolgen.

Des Weiteren ist es moglich, OberflachenantigeneHiiie von Flourochrom-tragenden
spezifischen Antikdrpern zu detektieren. Hierbeidgtr entweder direkt der
Oberflachenantigen-bindende Antikorper ein Flouroom (direkte Férbung) oder einen
Zweitantikorper, der spezifisch den Erstantikorpardet (indirekte Farbung). Trifft nun
der Laserstrahl auf die Zelle mit dem entsprechenoharkierten Oberflachenantigen, wird
zunachst das Flourochrom durch Absorption angevegt dessen Elektronen auf ein
hoheres Energieniveau angehoben. Bei folgendem f&Ulclauf das vorherige
Energieniveau wird die aufgenommene Energie al¢dPlea langerer Wellenl&ange wieder
abgegeben. Diese Emission entspricht Licht einatirnenten Wellenldnge und ist fir
jedes Flourochrom spezifisch. So emittiert z.B. &Igriines Licht mit einer Wellenlange
von 525 nm und PE orangefarbenes Licht mit eineltéii&nge von 575 nm.

Da auch unspezifische Fc-Bindungsstellen zusatzichien spezifischen Fa/b-Regionen
durch die entsprechenden Antikérper gebunden werdlerden zuséatzlich Zellen mit dem
isotypischen Immunglobulin der gleichen Tierspezidaubiert, um diese unspezifische
Emission in der Auswertung subtrahieren zu kénnen.

Die Analyse wurde mit einem Argon-Laser mit einerell@nlange von 488 nm
durchgefuhrt.

Bendtigte Reagenzien: PBS (Tab. VIII), FACS-Vorbereitungspuffer (Tab. X),
FACS-Puffer (Tab. X), Primar/Sekundarantikbrperl{TH), Zugehorige Isotypkontrollen
(Tab. 1)

Vorbereitung der Zellen: Die Zellen wurden von der Zellkulturplastik abgel{iz.2.2.1),
5 min bei 1000 rpm zentrifugiert, gezahlt und RACS-Vorbereitungspuffemit einer
Konzentration von 10 Zellen/ml aufgenommen. AnschlieBend wurden jewdils pl
Antikorper und 100 pl Zellsuspension in ein Reakdigefal? pipettiert und 15 min bei 4 °C
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inkubiert. Sofern ein Sekundarantikérper (z.B. B&292) erforderlich war, wurde die
Probe mit 1 mFACS-Puffergewaschen, 1 min bei 4000 rpm zentrifugiert, deerstand
entfernt und 10 plSekundarantikdrperhinzugegeben und wieder 15 min bei 4 °C
inkubiert.

Nach vollstandiger Inkubation wurde 1 PACS-Pufferhinzugefligt, 1 min bei 4000 rpm
zentrifugiert, der Uberstand entfernt, 400 RACS-Puffer hinzupipettiert und die

Suspension in beschriftete FACS-R6hrchen Gberfuhrt.

Durchfihrung und Darstellung der Ergebnisse als Poerpoint-Prasentation: Dieser
Teil der Analyse wurde freundlicherweise von DrritH Lindner durchgefihrt.

Das verwendete Protokoll umfasste ein forward (&) und side scatter (x-Achse)
Zweiparameter-Diagramm und zusatzlich, zur Messdeg Fluoreszenzintensitat, ein
Einzelparameter-Histogramm. Die Messung, die miteshss10.000 gemessene Zellen pro
Probe umfasste, erfolgte bei mittlerem Probendrikrchflussgeschwindigkeit). Durch
Gating im Scatter-Zweiparameterdiagramm wurden-3abpopulationen ausgewéhlt und
so Zelltrimmer von der Auswertung ausgeschlossén.ARquirierung und Auswertung

wurde mit der Softwar€ytomics CXRderSystem Il Version 2 durchgefihrt.

Auswertung. Der Anteil positiver Zellen der unterschiedlicheresanchymalen Zellen
wurde quantitativ verglichen, um Unterschiede inr d&xpression unterschiedlicher

Oberflachenmarkermolekile herauszuarbeiten.

2.2.8 Differenzierung von mesenchymalen Zellen addere und Knochenmark

Es wurde die Fahigkeit von isolierten mesenchymdlelfen aus Niere und Knochenmark
in verschiedenen Passagen (p4 bis pll) unterswtiich Einsatz verschiedener
Induktionsmedien, in Knochen-, Fett- und Knorpd&elzu differenzieren.

2.2.8.1 Differenzierung in Knochenzellen
Bendtigte Reagenzien: MSC-Kultivierungsmedium (Tab. VI), Osteogenes MSC-

Differenzierungsmedium (Tab. VI)

Durchfihrung Die Zellen wurden von der Zellkulturplastik abgeld2.2.2.1) und mit
einer Dichte von 7000 Zellen/cm?2 nMtSC-Kultivierungsmediurauf insgesamt vier 6 cm?2
Zellkulturschalen fir spatere RNA-Isolation und @ujtureSlides” fur spatere Farbungen

ausplattiert. Am Tag 1 erfolgte die Induktion nusteogenen MSC-Differenzierungs-
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medium welches 2x/Woche gewechselt wurde. Die Auswertimgde an Tag 1
(uninduziert), 7, 14 und 28 durchgefuhrt und untaske RNA-Isolation zur Analyse der
osteogenen Genexpression (Osteopontin, RunX; T&b.uhd die Durchfihrung
histochemischer Farbungen (Alkalische Phosphafadel,).

2.2.8.2 Differenzierung in Fettzellen
Benétigte Reagenzien: MSC-Kultivierungs- (Tab. VI), Adipogenes MSC-

Induktions-/MSC-Maintenancemedium (Tab. VI)

Durchfihrung: Die Zellen wurden von der Zellkulturplastik abgsl@2.2.2.1) und mit
einer Dichte von 7000 Zellen/cm?2 nMtSC-Kultivierungsmediurauf insgesamt vier 6 cm?2
Zellkulturschalen fir spatere RNA-Isolation und Ba@hber Slides fur spéatere Farbungen
ausplattiert. An Tag 1 wurden die Zellen matipogenem MSC-Induktionsmedium
induziert, welches erneut an Tag 7, 14 und 21 suZdllen gegeben wurde. An Tag 4, 11,
18 und 24 erfolgte jeweils ein Mediumwechsel madipogenem MSC-
MaintenancemediumDie Auswertung wurde an Tag 1 (uninduziert), 4, dnd 28
durchgefuhrt und umfasste RNA-Isolation zur Analysy adipogenen Genexpression
(Adipsin, aP2, PPAR Tab. Il) und histochemische Farbungen (Suda HIE; 2.4.2).

2.2.8.3 Differenzierung in Knorpelzellen
Bendtigte Reagenzien: MSC-Kultivierungsmedium (Tab. VI), Chondrogenes

MSC-Differenzierungsmedium (Tab. VI)

Durchfihrung: Die Differenzierung zu Knorpelzellen wurde im MadfassBody (MMB)
System durchgefuhrt. Pro Differenzierungsversuch t mijeweils vier
Auswertungszeitpunkten waren 20 MMB erforderlicherdu wurden die mesenchymalen
Zellen passagiert (2.2.2.1), in MSC-Kultivierungshioen aufgenommen und gezahlt
(2.2.2.2).

Pro MMB waren 200.000 Zellen erforderlich. Somitrden fur die uninduzierte Kontrolle
10° Zellen benétigt, die bis zur MMB-Bildung und deoldenden Auswertung in
MSC-Kultivierungsmedium kultiviert wurden. Fur die mit chondrogenem
MSC-Differenzierungsmediuminduzierten MMB waren insgesamt 3X10Zellen
erforderlich.

Zur Generierung der MMB entsprach die Konzentrateom Zellen 400.000/ml des

jeweiligen Mediums. Jeweils 500 ul der homogenellsdgpension wurden in ein 15 ml
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Zentrifugenréhrchen tberflhrt und 5 min bei 500 gentrifugiert, so dass sich am Boden
ein kleines Zellpellet bildete, welches sich dammen nachsten Tagen zum MMB formte.
Um einen effektiven Gasaustausch zu ermoglichenidevudas Zentrifugenrdhrchen
wahrend der Inkubation nicht vollstandig verschémss

Die Auswertung der nicht induzierten MMB wurde #itr@each Bildung der MMBs, meist

an Tag 3, und Auswertungen der induzierten MMB ag T, 14 und 28 durchgefihrt.

2.2.9 Optimierung von Fixierungstechniken fiir GFP Zellen

Da im Rahmen dieser Promotionsarbeit auch QfiBsenchymale Zellen isoliert wurden,
stellte sich die Frage nach einer Fixierung fur wmimstochemische Farbungen, welche
das GFP-Signal erhalt. Fur die Optimierung der dfixagstechnik wurden GFRZellen
aus murinen Lungen verwendet.

Die Zellen wurden im Rahmen der Methodenoptimiernagh verschiedenen Protokollen
fixiert (Tab. 5) und anschliel3end unter dem Flupeagmikroskop umgehend nach der
Fixierung und auch 7 Monate spater (Langzeitkonemmg), im Hinblick auf die
Erhaltung des GFP-Signals untersucht. Die ResullateMethodenauswahl sind unter 3.3

dargestellt.

Tab. 5: Fiir GFP" Zellen verwendete Fixierungsprotokolle

a | Eiskaltes Methanol + Aceton (7:3; 5 min, Raumterape)
b |1) 2% PAA (20 min, 4 °C),

2) Methanol + Aceton (7:3; 5 min, Raumtemperatur)
c (1) 2% PAA (20 min, 4 °C),

2) 0,5% N-Octylglycosid (5-7 min, 4 °C)

d |1) Eiskaltes Ethanol (10 min, 4 °C)

2) 1 mM NaN in aqua dest+ 2% BSA + 0,05% Tween (30 min, Raumtemperatur
3) Waschen miPBS+ 0,05% Tween

N
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2.3 Embryonale Stamm (ES)-Zellen (ESC)

231 ES-Zell-Kultur

2.3.1.1 Beschichtung des ES-Zellkulturmaterials@dalatine

Das gesamte fur die Kultivierung von ESC verwendg&dlkulturplastik wurde mit
Gelatine beschichtet. Hierfir wurde 0,1% sterildaeelésung auf das Plastik gegeben
und 30 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurde diesltig abgesaugt und dann vor
Verwendung das jeweilige Medium auf die Gelatinedbéchteten Zellkulturmaterialien
pipettiert. Nicht gelatinebeschichtet wurden Zellutmaterialien, die fur die Kultivierung

als hangende Tropfen verwendet wurden.

2.3.1.2 Wachstumsgrundlage fur ESC

Um ESC mit benétigten Faktoren versorgen zu konmerrden wachstumsinaktivierte
embryonale murine Fibroblasten (ME-Zellen) in Cakul verwendet. ME-Zellen
sezernieren Faktoren in das Medium, die eine Fraliion der ESC im undifferenzierten
Zustand ermdoglichen.

Hierzu wurden diese aus gesamten murinen Embrgtisrien Zellen aufgetaut (2.3.1.5),
auf 6 cm Zellkulturschalen ausplattiert und bei floenz durch Zusatz von Mitomycin C
(MMC) im Wachstum inhibiert.

Bendtigte Losungen: ESC-Kultivierungsmedium/Mitomycin C  Medium/LIF-Madn
(Tab. VII), PBS (Tab. VIII)

Wachstumsinhibiton der ME-Zellen: Pro 6 cm Schale wurden 6 ml
Mitomycin C-Mediumauf die ME-Zellen gegeben und diese 2,5 h bei G7intkubiert.
Danach wurden die Zellen 3x mitBS gewaschen, passagiert (2.3.1.3) und erneut mit
ESC-Kultivierungsmediummusplattiert.

Kultivierung der ESC: Um ESC in undifferenziertem Zustand zu kultivieremrde
LIF-Medium verwendet. Die ESC wurden aufgetaut 23 und auf die ME-Zellen
ausplattiert. Das Wachstum wurde mikroskopisch radlieert. Die ESC wurden ab einer
Koloniegrél3e von ca. 2 mm passagiert oder fur Dafieierungsversuche verwendet.
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2.3.1.3 Passagieren von ESC

Durchfihrung: Das Prinzip des Passagierens von Zellen ist i2 A 2erlautert.Das
Wachstum der Zellen wurde mikroskopisch kontrdlligkb einer Grol3e von 2 mm der
ESC-Kolonien wurden die Zellen entweder auf einé3gre, mit ME-Zellen bedeckte,
Oberflache zur weiteren Proliferation umgesetzt rofier Differenzierungsversuche
verwendet. Hierzu wurden die Zellen 2x mit 5 RBS gewaschen und danach mit 2 ml
Trypsin EDTA 10X min bei 37 °C inkubiert. Die jeweilige verwened#lenge vorPBS
und Trypsin EDTA 10xichtete sich nach der Zellkulturflaschengro3eb(13).

Das Ablésen der Zellen wurde mikroskopisch koniedll Sofern dieses beobachtet wurde,
wurde das Ablosen durch Resuspendieren mit eingettéi und leichtes Klopfen an die
Seite der Schale unterstitzt. Die Zellsuspensior&wm das Trypsin zu inaktivieren, in
ein  mit ESC-Kultivierungsmedium gefllltes Zentrifugenréhrchen dberfihrt und
anschlieBend 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Neigend wurde der Uberstand entfernt.
Das Zellpellet wurde mit neuem Medium aufgenommed die Zellen durch grindliches

Resuspendieren homogen verteilt.

2.3.1.4 Bestimmung der ESC-Zellzahl
- 2222

2.3.1.5 Kryokonservierung der ESC

Durchfihrung: Die ESC wurden passagiert (2.3.1.3) und kryokosnser(2.2.2.3).

Zur Rekultivierung wurden die ESC so schnell wigghah aufgetaut und umgehend in ein
mit warmem ESC-Kultivierungsmedium gefiilltes Zenigenrohrchen dberfahrt, 5 min

bei 1000 rpm zentrifugiert und auf mit MMC inakivie ME-Zellen ausplattiert.

2.3.1.6  Differenzierung von ESC via Embryoid Bal{EBS)
Bendtigte Reagenzien: PBS (Tab. VIII), Trypsin/EDTA 10x (Tab. 1),
ESC-Differenzierungsmedium (20%) (Tab. VII)

Durchfihrung: ESC wurden passagiert (2.3.1.3) und 2 Tage alensomte hangende
Tropfen mit je 600 ESC/20 jHSC-Differenzierungsmedium (20%gwie anschlie3end fur
weitere 3 Tage als Suspension kultiviert [124, 125/, 133, 138]. Am Tag 5 wurden die
gebildeten EBs auf Gelatine-beschichteten Zellkniaterialien ausplattiert und bis zu 29
Tage (5+29) kultiviert.

-25-



Um die normale Differenzierung der ESC zu bestatiggurden in jedes Well einer
24-well Platte je ein EB gegeben und die Herzzédenzierung mikroskopisch

quantitativ ausgewertet.

2.3.1.7 Kultivierung von EBs mit verschiedenen Watamsfaktoren

In verschiedenen Publikationen wurde bereits eifl&Ss der verwendeten Faktoren in der
gewahlten Konzentration auf die Entwicklung ren@ellen in Primarkultur gezeigt.
Verschiedene Wachstumsfaktoren BEC-Differenzierungsmediunvurden verwendet,
um den Einfluss auf die renale Differenzierung@8rZellen zu untersuchen (Tab. 6)

Tab. 6: Verwendete Wachstumsfaktoren zur Untersuchng der ES-Zell-Differenzierung

Faktor Konzentration Applikationszeitraum |Publikation
Retinsaure 10 nM 5+0-5+7d [99]
TGH31 10 ng/m 5+0-5+7d [100]
EGF 50 ng/ml 5+0-5+7d [102]
LiCl 15 mM 5+0 - 5+7 d [139]
FGF2, 100 ng/ml 5+0-5+7d

- FGF2 + LIF - 100 ng/ml + 50 ng/ml - 5+7 - 5+14 d [105. 106]
Aldosteron 10M 5+0 - 5+29 d [107]

Als Kontrolle wurdeESC-Differenzierungsmediuohne Zusatz von Wachstumsfaktoren
verwendet. An den Untersuchungstagen 5+1, 5+8, 55182, 5+29 d wurde RNA zur

Analyse der Genexpression isoliert und Immuncofdgenm zur Analyse von renalen
Vorlauferstrukturen gegen Cytokeratin (FITC) undoNen (CY3) angefertigt.

Durchfihrung: Je 10 EBs wurden auf einer 6 cm Zellkulturschaie dpatere RNA-
Isolation und je 5 EBs auf ein Chamber eines ,Calflides” flr spatere
Immunfluoreszenzen ausplattiert. Von 5+1 d bis Si3vurde als BasismediueBSC-
Differenzierungsmedium (20%gb Tag 5+3 d wurdeSC-Differenzierungsmedium (0,2%)

verwendet.

Auswertung: Um den Einfluss der applizierten Wachstumsfaktoerf die renale

Differenzierung von ESC zu analysieren, wurde dieen&pression renaler
Markermolekule untersucht. Des Weiteren wurdendn thmuncofarbungen Cytokeratin
und Nephrin positive renale Ringstrukturen gezaldten Entstehung bereits friher durch

unsere Arbeitsgruppe beschrieben wurde [127].
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2.3.2 Differenzierung von EBs in einer Perfusionsktur

Versuchsaufbau:Eine schematische Darstellung der Perfusionkgiitotr Abbildung 3.

( "‘\\ - = /' r\
A Préparatetrager COo-Inkubator (B)
Perfusionskammer
= N/‘ -
Glasscheibe Mediumfilter m u 2
Praparaterager verbrauchtes

Kulturmedium

T | |4 ‘
Abbildung 3: Aufbau der Perfusionskultur: Nach Uberfiihrung von einem EB auf den Priiparatetriger (A)
wurde dieser in der Perfusionskultur kultiviert (B).

Durchfihrung: Je ein EB wurde an 5+1 d auf eine gelatinebesdtehi3 mm
Glasscheibe mittig mit einer 100 pl-Pipette unt@rwendung steriler gestopfter Spitzen
platziert. Diese war in einerMinusheetHalter mit einem &auf3eren Durchmesser von
14 mm befestigt. Jeder Halter wurde in ein mBC-Differenzierungsmedium (20%)
befilltes Well einer 24 well Zellkulturplatte Ubéhirt und bis zu 29 Tage (5+29 d)
kultiviert. An 5+2 d wurde auESC-Differenzierungsmedium (0,2%¢wechselt und 6
Halter mit EBs in einerGradientenkulturkontainetiberfiihrt. Die anderen Halter wurden
als Kontrolle weiter in der 24 well-Platte kultivie

Der Gradientenkulturkontainerwurde in einen Brutschrank dberfihrt, um eine
Kultivierung bei 37 °C und 5% CQOzu garantieren. Uber eindPerfusor VIl auf dem
Brutschrank wurden die EBs mit einer kontinuieinohRate von 1 ml/h mit frischem
ESC-Differenzierungsmedium (0,2%g¢rfundiert. Um moglichst stabile Bedingungen zu
gewahrleisten, wurde die Perfusorspritze alle 50ie eine Sterilbench gewechselt. Daher
wurde zwischen Spritze und Perfusionskultur eMinisart 0,20 pm Filter
zwischengeschaltet, der unter sterilen BedingunipefWwWoche gewechselt wurde. Das
Medium wurde durch dinne, gas-permeable Silikodsadle transportiert. Das benutzte
Kulturmedium wurde aulRerhalb des BrutschrankesnareAbfallflasche gesammelt, die
mit einem speziellen Verschlugscrew cap innovative mit 0,2 um Sterifilt&grsehen

war, um aseptische Bedingungen innerhalb der Rerfsisultur zu gewahrleisten.
Auswertung: Die Auswertung erfolgte an 5+29 d im Vergleich der Auswertung der

ESC-Wachstumsfaktorversuche und unbehandelten &lwir Jeweils 2 EBs wurden fir

Immunfarbungen und 2x2 EBs zur RNA-Isolation verden
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2.4 Farbungen

24.1 Alkalische Phosphatase-Farbung

Ein Bestandteil der Auswertung der osteogenen olnkmesenchymaler Zellen war die
Analyse vorhandener alkalischer Phosphatase (AfP¢ndExpression Merkmal osteogener
Differenzierung ist. Zum Nachweis wurde datkalische Phosphatase Kiterwendet,

welches die benétigten Reagenzien enthielt.

Bendtigte ReagenzienPBS (Tab. VIII), AP-Fixierungslosung/-Farbelosufigb. X), HE
(Tab. 1), Leitungswasser, aqua dest.

Durchfihrung: Zunéchst wurden die Zellen 2x niiBSgewaschen, bevor sie 30 sec mit
AP-Fixierungslosungfixiert wurden. Die Préparate wurden 45 sec magua dest.
gewaschen, bevor sie miAP-Farbelosung 15 min im Dunkeln gefarbt wurden.
Nachfolgend wurde die Farbeldésung durch 2 min Waschitaqua destentfernt und die
Zellen 10 sec miHE gefarbt. Das uberschussig= wurde mit Leitungswasser und in
einem finalen Waschschritt magua destentfernt, bevor die Praparate konserviert wurden
(2.4.6).

Auswertung: Die Auswertung erfolgte am Lichtmikroskop unterrWendung des 20er
Objektivs. Hier wurden in jedem Praparat in zehfalig ausgewahlten Gesichtsfeldern
die AP-gefarbten und die gesamten Zellen gezahdt diese prozentual ins Verhaltnis
gesetzt. Auf Grund des expansiven Wachstums eirigélinien war eine Bestimmung

des exakten Verhaltnisses teilweise schon ab Tagchd mehr vollstandig moglich.

24.2 Sudan IIl + HE Farbung
Sudan Il ist ein roter lipophiler Stoff, der sich den Fettvakuolen von Adipozyten
anreichert. Daher wurde diese Farbung verwendetdienadipogene Differenzierung von

mesenchymalen Zellen zu untersuchen.

Bendtigte ReagenzienPBS (Tab. VIII), Sudan llI-Farbelosung (Tab. X), HEab. I),
Leitungswasser, aqua dest.

Duchfihrung: Zunachst wurde das Differenzierungsmedium von £idlen entfernt und
Ruckstande durch Waschen mRBS entfernt. Es folgte die Applikation von

Sudan llI-Farbelésunguf die Zellen und eine Inkubation Gber 30 minerdach wurden
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die Zellen mitPBSgesplilt, 10 sec mHE angefarbt, nachfolgend mit Leitungswasser und

aqua destausreichend gespdlt und die Farbung konserviettgp

Auswertung: Die Auswertung erfolgte am Lichtmikroskop. Es wemdn jedem Praparat
10 Gesichtsfelder unter Verwendung des 20er Oblkdnalysiert und das prozentuale

Verhéaltnis der Fettvakuolen-enthaltenden ZellzainlGesamtzellzahl bestimmt.

2.4.3 Immunfluoreszenzfarbungen

Bendtigte ReagenzienPBS (Tab. VIII), Methanol-Aceton-Ldsung (7:3; -2G,°Tab. 1),
7,5% BSA (Tab. I) oder 10% FKS (Tab. I) in PBS,nkr/Sekundarantikdrperldsung
(Tab. 1)

Durchfihrung: Das Medium wurde von den zu farbenden Proben ahbgésund
Mediumreste durch zweimaliges Waschen MBS entfernt. Die Zellen wurden
nachfolgend durch 5 min Inkubation bei Raumtemperat mit einer
Methanol-Aceton-Lésungxiert und permeabilisiert. Es wurde das Prap&atmit PBS
gewaschen und unspezifische Bindungsstellen dumalibation mit 7,5% BSA oder 10%
FKSin PBS30 min bei Raumtemperatur abgesattigt. Nach edoBlockung wurde der in
PBSverdunnte Erstantikdrper (Tab. IlI) auf die Zelleeggben und 1 h bei 37 °C und
75 rpm inkubiert. Das Praparat wurde 3x PBSgewaschen und der nftBSverdinnte
Zweitantikorper (Tab. 1) miDAPI auf die Zellen flr eine weitere Stunde bei 37 @ u
75 rpm gegeben. Auch nach diesem Schritt wurdefPdiben wieder miPBSgewaschen
und fir die spatere Auswertung konserviert (2.4Als Kontrolle wurden nur mit

Sekundarantikdrper behandelte Proben verwendet.

244 Anfertigung von Gefrierschnitten der MMB
Bendtigte ReagenzienPBS (Tab. VIII), Tissue Tek OCT Compount (Tab. I)

Am entsprechenden Untersuchungstag wurde zunéclast Mledium aus dem
Zentrifugenréhrchen entfernt und 2 nPBS zur Reinigung der MMBs von
Mediumriickstdnden hinzugegeben. Der MMB wurde nmere1000 pl Pipette in einen
Cryomold BiopsyHalter fur Kryoschnitte tberfiihrt und das UberéragPBS mit einer
10 pl Pipette entfernt. Es wurde auf eine moglichgtige Position des MMB geachtet.
Nachfolgend wurde der Halter mit dem MMB miissue Tek OCT Compousefiillt, dann

zunachst auf -20 °C und anschlieRend weiter auf&Beruntergekihit.
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Die Gefrierschnitte wurden mit eine@ryostat Reichert & Jung 2800 Frigocaihgefertigt.
Hierzu wurde das angefertigte Praparat aus Geyomold BiopsyHalter gelést und mit
Tissue Tek OCT Compouain Halter des Schneidetisches festgefroren. Dienife
wurden bei -20 °C angefertigt. Schnitte fur Collagé + DAPI-Immunfloureszenzen
wurden 10 pum dick geschnitten. Je 3 Schnitte wurdeh einem Superfrost plus

Objekttrager aufgenommen und Gber Nacht luftgetmetk

Anfertigen von Farbungen: Collagen Il + DAPI-Immunfluoreszenzen wurden naem
beschriebenen Protokoll angefertigt (2.4.3)

2.4.5 Immunfluoreszenzfarbungen zur weiteren Charaterisierung
undifferenzierter isolierter Zellen aus Nieren undBauchhaut

Zur Charakterisierung der isolierten mesenchymdaelten aus murinen Nieren wurden,
vergleichend mit den isolierten Fibroblasten ausidBaaut Immunfluoreszenzfarbungen
angefertigt (Tab. 4, 2.4.3). Hierfir wurden diednegienen Zellen in einer Dichte von
10.000 Zellen/cm? auf ,CultureSlides” ausplattiemhd auf das Vorhandensein von
Podocyten (Marker: Podocalyxin, Podozyten, Nestitypfibroblasten (Markeru-SMA,
S100A4), Perizyten (Marker: PECAM (;-NO-GC-AB), Monocyten (Marker: S100A4),
glomerulare Epithelzellen (Marker: Cytokeratin, Map), Tubuluszellen (Marker: THP,
RSOR), EPO-produzierende Zellen (Marker: CD73) umdeuronen (Marker:
Neurofilament, NCAM) untersucht. Nach der Konsemwg) der Préaparate (2.4.6) erfolgte

die Auswertung der Farbungen am Fluoreszenzmikposko

Tab. 4: Verwendete Farbungen zur Charakterisierungsolierter Zellen
FITC CY3

1 |Nestin Podocalyxin DAPI
2 |Nestin Podocin DAPI
3 |a-SMA S100A4 DAPI
4 |PECAM I B1-NO-GC-AB DAPI

5 |Cytokeratin Nephrin DAPI
6 |THP - DAPI

7 |RSOR - DAPI
8 |CD73 Nephrin DAPI
9 | Neurofilament NCAM DAPI
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2.4.6 Konservierung von Préparaten
Benétigte ReagenzienVECTASHIELD® Mounting Medium (Tab. 1), Nagellack (Tab. 1)

Durchfihrung: Farbungen und einige native Praparate wurdenifir gpatere Analyse
mit dem Mikroskop konserviert. Hierfir wurden diesgt VECTASHIELDS Mounting

Mediumeingedeckt, mit einem Deckglas bedeckt und mitéNagk versiegelt.

2.5 Analyse der Genexpression

251 RNA-Isolation

Bendtigte ReagenzienPBS (Tab. VIII), 2-Mercaptoethanol fur RNA-IsolatigTab. 1),
Ethanol 70% (Tab. I), Nucleo Spin RNA Kit Reagenz{@ab. I), DNAse Reaktionsmix
(Tab. VIII)

Durchfihrung: Zur Isolation der RNA wurde dallucleo Spin RNAKit verwendet,
welches alle bendtigten Reagenzien und Verbraudesialgen, abgesehen von
Zellschabern und 70% Ethanol, und das Isolationisgoil enthielt.

Die Zellen wurden zunachst 3x MBS gewaschen. AnschlieRend wurden 350RA1
Lysispuffer auf die Zellen gegeben und die Zellemct einen Zellschaber vom Plastik
gelost. Das Lysat wurde in ein Reaktionsgefald dbetrf welchem 3,5 ul
2-Mercaptoethanol fir RNA-Isolatidninzugeflgt wurde. Nach Vortexen der Probe wurde
diese in eine violette Filtersdule mit Auffanggef@Berfihrt und 1 min bei 11 g
zentrifugiert. Zum Filtrat wurden 350 jHthanol (70%)zur Bindung der RNA gegeben
und die Suspension in eine blaue Filtersaule mitfalggefal? gegeben. Es folgte die
Zentrifugation fur 30 sec bei 11 g, bei der die RMAFilter gebunden wurde. Das Filtrat
wurde verworfen. Nach Hinzufligen von 350MiDB-Puffer zum Entsalzen der Membran
wurde wieder 1 min bei 11 g zentrifugiert und dagd& erneut verworfen. Nun wurden
95 ul vorbereiteter RNAse freiddNAse Reaktionsmixum Verdau von DNA auf die
Membran gegeben und 15 min bei Raumtemperatur ieRubEs folgten drei
Waschschritte mit Zentrifugation und Verwerfen éésrates: 1.) 200 hRA2und 30 sec
bei 11 g, 2.) 600 pRA3und 30 sec bei 11 g, 3.) 200 RA3und 2 min bei 11 g. Nun
wurde das Auffanggefal3 entfernt und die Filtersameein 1,5 ml Reaktionsgefal}
Uberfuhrt. Es folgte zur Elution der RNA aus dermvbean die Gabe von 50 pl RNAse und
DNAse freiem HO auf die Membran und die Zentrifugation von 1 rbigi 11 g. Die

erhaltene RNA-Suspension wurde bei -20 °C bis aiteren Bearbeitung gelagert.

-31-



Isolation von RNA aus MMB: Jeweils 4 MMB (2.2.8.3) wurden fir eine RNA-Isobat
verwendet. Hierbei wurde zunachst das Medium ansZéatrifugenréhrchen entfernt und
2 ml PBShinzugegeben, um restliche Mediumrickstande zieren. Die MMB wurden
mit einer 1000 pl Pipette zusammen in ein 1,5 mhKiensgefal? Uberfihrt und
mitiberfihrtePBSmit einer 10 pl Pipette entfernt. Es wurden 35®RAll-Lysispuffeund
3,5 ul g-Mercaptoethanol fir RNA Isolatiohinzugefiigt und das nachfolgende Lysieren
der Proben durch Vortexen unterstitzt. Nun wurdgewelas oben in 2.5.1 beschriebene
Protokoll zur RNA-Isolation verwendet.

2.5.2 Reverse Transkription
Um die Genexpression untersuchen zu kénnen istfesderlich, die isolierte RNA in
komplementdre DNA (cDNA) durch Einsatz einer RNAxabgigen DNA-Polymerase

umzuschreiben.

Bendtigte Reagenzien:DNAse und RNAse freies 40 (aus Nucleo Spin RNA Kit,
Tab. 1), isolierte RNA, RevertAld' H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Tab. 1)

Vorbereitung: Da bei der Synthese der cDNA eine definierte Kotragion von RNA

(500 ng) verwendet werden soll, musste vor Begierkebnzentration der isolierten RNA
bestimmt werden. Hierfir wurde die RNA niiNAse und RNAse freien,® 1:50

verdinnt, die Absorption bei einer Wellenlange va60 nm, die spezifisch flr
Nukleinsauren ist, bestimmt und mit Hilfe des Lamiieerschen Gesetzes die
Konzentration in RNA [ng]/ul umgerechnet. Des Wietewurde die Absorption bei 280
nm und das Verhaltnis der Absorption bei 260 nm 28@ nm mit einem Zielwert von 1,7

bis 2,0 bestimmt, um eine grobe VerunreinigungPnidteinen auszuschlie3en.

Durchfihrung: Die Durchfiihrung erfolgte stets auf Eis. 500 ng RNérden mit DNAse
und RNAse freiem ED auf ein Volumen von 11 ul aufgefillt. Es wurdgl10ligoDT-12-
18-Primer hinzugegeben und die Lésung 10 min bei 70 °C imdttbEs folgte das
Abkiihlen der Probe auf Eis und die Zugabe von BxuReaktionspufferl plRiboLocR
RNAse Inhibitor2 pldNTPMix (10 mM von jedem Trinukleotid) und 1 @evertAid“ H
Minus M-MuLV Reverse TranscriptasBie Probe wurde nun 60 min fur die reverse
Transkription bei 42 °C und nachfolgend 10 min B@i°C zur Beendigung der Reaktion

inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben bei -@Mfs zur Weiterverwendung gelagert.
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2.5.3 Polymerase-Ketten-Reaktion
Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ermoglichtdedinierte Abschnitte der DNA zu
amplifizieren, um sie in einem spateren Schritthzaeveisen [140]. Die Reaktion besteht
aus drei sich wiederholenden Schritten, die eineplfikation des gewlnschten
Abschnittes bedingen:
1) Denaturierung der DNA: Aus einer DoppelstrangMerden zwei Einzelstrange.
2) Bindung (=Annealing) von sequenzspezifischermBrn an definierte Stellen der
Einzelstrange.
3) Komplementéare Elongation durch eine thermostabMA-Polymerase.

Bendtigte Reagenzien: PCR-Mastermix (Tab. XIX), dNTP-Mix (10 mM jedes
Trinukleotides), cDNA (2.5.2)

Durchfihrung: Die Durchfiihrung erfolgte stets auf Eis. Je 23@5Mastermix und
0,75 ul cDNA wurden in ein Reaktionsgefald eidarltiply pStripPro 8er Kettegefullt
und in einen vorgeheizten PCR-Cycler Uberfuhrt. B@agshgefihrte Programm war bis auf
die Anzahl der Primer-spezifischen Zyklen und Prisigezifischen
Annealing-Temperatur bei allen durchgefiihrten Vengm identisch:

1) 2min 95°C

2) Anzahl der Zyklen (Primer-spezifisch; Tab. II)

40 sec 95 °C (Hitzedenaturierung)

40 sec Annealing Temperatur (Primer-spezifisch;. Ti&b
40sec 72°C

3) 8min 72°C

Am Ende wurden die Proben zunachst auf 4 °C hemgeitéhlt und fir maximal 3 Tage
zur weiteren Verwendung bei dieser Temperatur getagur Langzeitlagerung wurden
die Proben bei -20 °C abgefroren. Stets wurde Rostivkontrolle (muriner Embryo 19 d)
und eine Negativkontrolle (Mastermix niiNAse und RNAse freiem,®l anstelle der

cDNA) mitgefihrt. Um die Amplifikation genomisch®NA auszuschlie3en wurden die

einzelnen Primer eines Primerpaares aus zwei Vecsaien Exons ausgewahlt.

254 Elektrophoretische Analyse der PCR-Amplifikée
Sofern die untersuchten Zellen das spezifische &gmimierten, wurden bei der PCR
exponentiell viele DNA-Strange einer definiertenzahl von Basenpaaren geschaffen, die

in der Elektrophorese nachgewiesen werden konnten.
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Hier beruht das Prinzip darauf, dass DNA negatigdung tragt und im elektrischen Feld
wandert. Grol3e DNA-Fragmente laufen langsamerlalaé Zur Orientierung wurde eine
.Messskala“ (100 bp DNA Ladder) mit auf das Gelgaifagen. Unter UV-Licht wurden

durch Ethidiumbromid-Inkorporation in die DNA dieweiligen Banden sichtbar.

Bendtigte ReagenzienAgarose (Tab. ), Ethidiumbromid (Tab. I), 100 bpi® Ladder
(Tab. 1), PCR-Proben (2.5.3)

Durchfihrung: Zunachst wurde das Agarosegel gegossen. Hierzden%Agarosein
TBE (1x)durch Erhitzen in einer Mikrowelle geldst und daihB025%Ethidiumbromid
hinzugegeben. Die LOosung wurde in eine speziellé Kiebestreifen abgedichtete
Gelhalterung gegossen. Um Taschen fur die Probeornen, wurde ein spezieller
Plastikkamm an der Halterung befestigt. Nach Emstades Gels wurden Kamm und
Klebestreifen entfernt und das Gel in eine BE (1x)befullte Sub-Cell GT Widenini
Kammer Uberfuhrt. Es folgte das Auftragen von 13.Q0 bp DNA Ladder (,Messskala®)
und je 12 pl Amplifikat. Nachfolgend wurde fir 40inmeine Spannung von 100 V
aufgebaut und danach die Gele unter UV-Licht faafigrt.

Auswertung: Die Auswertung der Fotos erfolgte mit der Softwaneaged Hierbei
wurden die Banden photodensitometrisch ausgemedserder Regel erfolgte eine
semiquantitative Auswertung, indem z.B. die Bandes untersuchten Gens zu denen

eines Housekeeping Gens (Tab. IX) ins Verhaltnsege wurden.

255 Analyse der EPO-Expression unter Normoxie uhHypoxie (2% O,)
Versuchsaufbau: Isolierte renale Zellen wurden in einer Dichte vBm00O Zellen/cm?
plattiert, anschlie3end bis zu 72 h in Hypoxie (8% kultiviert und nachfolgend die
EPO-Produktion durch mRN#A situ-Hybridisierung und quantitative RT-PCR
(QRT-PCR) untersucht. Als Kontrolle wurden zum eime Normoxie (21% ¢) kultivierte
Zellen und bei der mRNAa situ-Hybridisierung zusatzlich murine isolierte Fibraslen

der Haut verwendet.

2.5.5.1 mRNA#n sit-Hybridisierung zum Nachweis von EPO
Die in sit-Hybridisierung ist eine Methode, um Nukleinsaurete z.B. RNA oder DNA
in einzelnen Zellerin sity, d.h. ohne die Zelle zu zerstéren, nachzuweisetwgndet

wurde hier eine an Digoxigenin gebundene Sondekaieplementar, also anti-sense, zu
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den nachzuweisenden Basen des entsprechenden iexmiExons ist. In einem weiteren
Schritt wurde dann die Sonde durch einen FITC-gpklipn Sekundarantikdrper sichtbar
gemacht. Als Negativkontrolle wurde neben murineibrdblasten sowohl die

sense-Sonde, als auch nur der Sekundarantikérpgeneéet.

Bendtigte ReagenzienPBS (Tab. VIII), Losungen fir die EP@-situi-Hybridisiertung
(Tab. X), RNAse und DNAse freies ;8 (aus Nucleo Spin RNA Kit, Tab.I),
50/70/95/100% Ethanol (Tab. I, jeweils rRiINAse und DNAse freiem® angesetzt)

Verwendung der Sonden:In den Versuchsreihen wurden zwei verschiedene &ond
verwendet. Die zunachst verwendete Sonde war esth@ak aus der Arbeitsgruppe um
Prof. Dr. Kai-Uwe Eckardt der Universitat Erlangend sollte 221 bp des EPO-Exons 1
umfassen. Auf Grund der negativen Ergebnisse méseali Sonde wurde eine
Sequenzierung der sense- und anti-sense-Sonddas=iaf2.5.5.2).

Da die Sequenzierung der Sonden ergab, dass em@@eSpezifitat der Sonden fir
EPO-mRNA bestand (3.2.2) wurde im Rahmen einer oaton mit PD Dr. Olaf Jéhren,
Institut fir Pharmakologie und Toxikologie (Prof.r.Dmed. Markus Schwaninger),
Universitat zu Liubeck, eine neu synthetisierte $omergestellt

Um 1 pg der jeweiligen Sonde verwenden zu konnerar wunachst die
Konzentrationsbestimmung erforderlich. Hierfir waird pl Sonde mit 49 tRNAse und
DNAse freiem bD verdinnt und die Konzentration photometrisch miilfeH des

Lambert-Beerschen Gesetzes bestimmt.

Durchfihrung: Die Fixierung der Praparate erfolgte entweder inrnNixie bei
Raumtemperatur oder in Hypoxie (2%)®ei 37 °C. Hierflr wurde zunachst das Medium
durch zweimaliges Waschen mBSentfernt und mit 1 mFixierungslésungro Chamber
20 min inkubiert. Nachfolgend wurden die Prapaveiteder 2x mitPBSgewaschen, bevor
sie 15 min bei 70 °C migx SSCdenaturiert wurden. Die Proben wurden erneutRBS
gewaschen und 5 min bei Raumtemperatur Emierungslosunginkubiert. Es wurde
zunachst mitPBS dann mit2x SSCgewaschen, bevor in 5 Schritten die Praparate
dehydriert (50%, 70%, 95%, 100%, 100% Ethanalpd anschlieRend luftgetrocknet
wurden. Pro Chamber wurden 500 Rrahybridisierungslosunguf die Zellen gegeben
und 3 h bei 45 °C inkubiert. Kurz vor Ablauf dieséeit wurde die zu verwendende
EPO-Sonde 2 min in einem 80 °C Wasserbad dendtunmet das Wiederanlagern der

beiden Nukleotidstrange durch schnelles Abkihlekiswasser verhindert. Anschliel3end
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wurde 1 pg der Sonde pro verwendeten ,CultureSlidet Hybridisierungslésung
hinzugefiigt und diese fir eine Inkubation bei 45(i@r Nacht auf die Zellen gegeben.
Um ein Austrocknen der Préparate zu verhindern,demrdie Proben miParafilm
versiegelt und in einer feuchten Kammer aufbewabhrt.

Am néchsten Tag wurden die Proben je 15 min proi$dei 45 °C zweimal miEx SSC,
einmal mit0,2x SSCzweimal mit0,01x SSQind anschlielend kurz niBSgewaschen.
300 pl derAnti-DIG-Antikorperldsungvurden pro Chamber verwendet und nach 1,5 h bei
75 rpm und 37 °C Inkubation 3x niBSgewaschen. Anschliel3end wurden die Praparate
konserviert (2.4.6).

Auswertung: Die Auswertung der Praparate erfolgte am Fluoremnékroskop. Ziel war
es, die Morphologie und den prozentualen Anteil HP@luzierender Zellen zu

analysieren.

2.5.5.2 DNA-Sequenzierung

Bei einer Sequenzierung werden komplette Basergdrfolon Nukleinsduren, wie RNA
oder DNA, dargestellt. Die Sonden fir die mRNAsitu-Hybridisierung wurden mit
technischer Unterstitzung durch Mitarbeiter des ikleidchen Versorgungszentrums
MVZ Dr. Kramer & Kollegen, LADR GmbH, LauenburgertrS67, 21502 Geestacht,
Abteilung fur Molekularbiologie (Dr. rer. nat. ArmiPahl), unter Verwendung einer
automatisierten DNA-Sequenzierung nach Sanger [addlysiert.

Diese Methode basiert auf dem Prinzip, bei einentt8tisierung komplementarer Strange
durch Zugabe von spezifischen Basen Strangabbdickezeugen. Die Fragmente werden
dadurch generiert, dass den hinzugegebenen Baserisjeeine freie 3'OH Gruppe zur
Polymerisierung fehlt. Die verschiedenen Fragméraleen unterschiedliche Langen und
enden immer mit einer der hinzugegebenen BaserseBimd mit Floureszenzfarbstoffen
markiert und kbnnen mit einem spezifischem Lasat&heter sichtbar gemacht werden.
Durch Anwendung der Elektrophorese werden die Feagen ihrer Lange nach
aufgetrennt. Somit kdnnen dann immer die letzteseBaeines Fragments abgelesen und

zu einer kompletten Nukleinsauresequenz zusammiggigekrden.

2.5.5.3 Realtime quantitative RT-PCR

Die realtime gRT-PCR wurde mit technischer Untdestiig von MTA Gabriele Huck und
Dr. Thomas Hellwig-Birgel, Institut fir PhysiologiBrof. Dr. W. Jelkmann), Universitat
zu Lubeck, durchgefihrt.
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Die realtime qRT-PCR unterscheidet sich von derigeamtiativen RT-PCR (2.5.3) durch

die Moglichkeit, quantitative Aussagen Uber die hfperten Genomabschnitte zu

treffen. Die quantitative Messung wird hierbei duietektion der Fluoreszenzintensitéat
durchgefuhrt, da die synthetisierten Strange hiercld SYBR-Green, einem Cyanin-

Farbstoff, markiert sind. RNA-Isolation und cDNA+8kese fur die verwendeten Proben
erfolgte nach dem internen Standard des Instiiirt$*hysiologie, Universitat zu Lubeck

(Prof. Dr. W. Jelkmann). Als Housekeeping-Gen wu@verwendet (Tab. Il1).

RNA-Isolation: Die RNA-Isolation erfolgte mit Hilfe deABI Prism 6100 Nucleic Acid
PrepStatiorund dem dazugehdrigen Protokoll des Herstelleqdigg Biosystems.

Hierfir wurde eine spezielle aus Filtersaulen Ueside 96-Well Platte
(RNA Purification Tray)n das Haltegummi des nach hinten geschobenenrklaasetzt
und nicht bendtigte Saulen mit Klebeband abgeklisbthfolgend wurde das Programm
.RNA Cell* gewahlt, die Apparatur nach vorne gescbin und eine 96-well Abfallplatte
(Splash Guard) in der unteren, hinteren Halterung fixiert. Am Ender diversen
Waschvorgange, die mit den zugehorigen Waschlosur{@NA Purification Wash
Solution 1 und 2)durchgefuhrt wurden, wurde eine 96-Well Platte RMA-Elution
(Microplate) in die vordere Halterung gesetzt. In dieser befamth nach Zugabe von
Elutionslosung auf die FiltersauléNucleic Acid Purification Solutionjlann die isolierte
RNA.

Reverse Transkription: Benétigte Reagenzien: RNA, SuperScript Il Reverse
Transcriptase-Puffer (Tab. 1), 2,5 mM dNTP (Tah. @ligoDT 12-18 Primer (Tab. I),
RNAse und DNAse freies 4 (aus Nucleo Spin RNA Kit, Tab. ), SuperScript Il
Reverse Transcriptase (Tab. ).

Durchfihrung: 10 pl RNA wurden mit 2,5 pl OligoDT 12-18 Primencu2 pl RNAse
und DNAse freiem kD gemischt, abzentrifugiert und fir 15 min bei €ifh Wasserbad
inkubiert. Anschliel3end wurde die Probe 15 minkigfabgekuilt und 5 pl SuperScript 111
Reverse Transcriptase-Puffer, 5 pul 2,5 mM dNTP Qrg&b ul SuperScript Il Reverse
Transcriptase hinzugeftigt. Nach Mischung und Zirgation wurden die Proben 45 min
bei 42 °C, 45 min bei 52 °C und anschlie3end 10mirl00 °C inkubiert.

Bendtigte Reagenzien fir die realtime gRT-PCRgPCR SYBR-Mastermix (Tab. VIII),
Primerpaar (Tab. 11l), RNAse und DNAse freiesgOHaus Nucleo Spin RNA Kit, Tab. I)
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Vorbereitung der Proben: Fir die Analyse des Housekeeping-GB&wurde die cDNA

in drei Schritten insgesamt 1:1000 verdunnt. Diesas erforderlich, da im Rahmen der
Auswertung die Ergebnisse depoqRT-PCR in Verhaltnis zu den Ergebnissen der
128-gRT-PCR gesetzt wurden und egmo-Expression nur in sehr wenigen Zellen erwartet

wurde.

Durchfihrung: 20 pl desgPCR SYBR-Mastermixurden zusammen mit 5 pl cDNA in
eine 96-Well qRT-PCR-PlatténicroAmp Optical 96-well Reaction Plate with Bade)
pipettiert. Die Platte wurde mit Folie versiegatidun das gRT-PCR-Geraiprism 7000

Uberfuhrt und folgendes Protokoll gestartet:

1) 2min 50 °C

2) Zyklen (40x)

15sec 95 °C (Hitzedenaturierung)

60 sec 60 °C (Annealing Temp.)
Auswertung: Nach Kontrolle der zu den Proben zugehérigen Diasionskurven wurde
die Berechnung der relativen Expression wamo mit der AAcT-Methode (normiert auf
128) durchgefuhrt und die Ergebnisse graphisch ausgeiv®er Threshold, der definierte
Wert ab welchem die Fluoreszenzen ausgewertet wurdeirde 2-3 ct-Werte nach
Ansteigen der gemessenen Fluoreszenzen festgelegt.

2.6 Statistische Auswertung

Die dargestellten Daten sind Resultate unabhargpgoduzierter Versuche, die, soweit
nicht anders gekennzeichnet, mindestens mit n=hdefihrt wurden. Wenn nicht anders
angezeigt, wurden in den Abbildungen Mittelwett&tandardfehler (standard error, SE),
dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte dem ProgrammSigma Plot 2000
(Systat, Erkrath, Deutschland). Die Signifikanzearaden mit Hilfe des Student’s t-Test

ermittelt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Isolation und Charakterisierung mesenchymaler fomazellen der Maus
3.1.1 Die Isolation mesenchymaler Stromazellen ausiere, Lunge, Darm und
Knochenmark ist méglich.
Basierend auf dem beschriebenen publizierten Pottok2.1.1) zur Isolation
mesenchymaler Stromazellen (MSC) aus der Niere tkon@unéchst im Rahmen der
vorliegenden Arbeit nur reproduzierbar plastikaeghée Zellen aus Lungengewebe und
nicht aus den anderen Geweben isoliert und aukdalirplastik Gbertragen werden. In
den nachfolgenden Isolationen wurden die fir dieyeratische Verdauung der
extrazellularen Matrix von Niere, Lunge und Darmrwendete Konzentration der
Kollagenase A auf 0,6% (Ausgangskonzentration: ZB0Endkonzentration: 1,5 U/l) und
die der verwendeten Dispase 2 auf 2,4% (Ausgangskdration: 33,3 Ull,
Endkonzentration: 0,8 U/l) gesenkt. So lieRen suabh plastikadhérente Zellen aus Nieren
zuverlassig isolieren. Die Isolation aus Dickdarnarwaul3erordentlich schwierig. Es
gelangen nach Anderung des Protokolls lediglictf fénlationen aus Darm, von denen
allerdings nur zwei fur Versuche ausreichend pedkirten und passagierungsstabil waren.
Weitere elf Isolationen aus dem Darm verliefen miakt bekannten Griinden frustran ohne
Generierung plastikadharenter Zellen.
Die Isolation von plastikadharenten Zellen aus Kmwenark (KM) sowie die Isolation
von Fibroblasten aus der Bauchhaut verlief probdesml
Fur die Auswertung wurden nur Isolationen beridksit, die plastikadharente Zellen

erbrachten.

3.1.2 Plastikadharente Zellen aus Niere, Lunge, Dar und KM bilden
Colony-Forming-Unit-Fibroblasts.
Vor Erreichen der Konfluenz wurde die Anzahl derld@g-Forming-Unit-Fibroblasts
(CFU-F) bestimmt (Abb. 4 A). Der Vergleich der vdtedenen Organe zeigte zunachst
signifikant weniger CFU-F in Darmisolaten und haghgikant weniger CFU-F in
KM-Isolaten jeweils im Vergleich zu Nierenisolatddie Signifikanz konnte jedoch nicht
bestatigt werden, sobald als zusétzlicher Faktsr@igangewicht mitbestimmt wurde, um
eine unterschiedliche Anzahl von Kolonien allein radiu Massenunterschiede
auszuschlieBen (Abb. 4 B). Auf Grund der geringew&bemenge war es allerdings nicht
madglich, das Organgewicht von KM zu bestimmen. pi#/erte nach Gewichtsadaption
waren zwar nicht signifikant (Niere:Lunge = 0,23@ere:Darm = 0,087), jedoch konnte
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eine Tendenz von mehr isolierten CFU-F in der Nigré/ergleich zum Darm festgestellt

werden.

Beim Vergleich der Morphologie der Kolonien versakener Organe fallt auf

(Abb. 4 C-F), dass sich die Kolonien von Niere-nga- und Darm-Isolaten in der Regel

deutlich lokal organisierter und mehr in einem Mgt darstellten als die der KM-Isolate.
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Abbildung 4: Analyse Colony-Forming-Unit-Fibroblasts (CFU-F). CFU-F wurden vor Erreichen der
Konfluenz nach Isolation gezéhlt (A) und diese bei Niere, Lunge und Darm pro g Organ bestimmt (B). Die
Wégung von KM war durch das geringe Organgewicht nicht méglich. CFUs unterschiedlicher Organe zeigten
eine unterschiedliche Morphologie (C-F). (*=p<0,05; ***=p<0,001; +SE)

Plastikadharente Zellen aus Niere, Lunge, Dar und KM sowie

Haut-Fibroblasten lassen sich durch Analyse der Mgshologie nicht sicher

3.1.3

voneinander unterscheiden.

Nach Isolation und vor jeder Passagierung wurdenZadllen beztglich lhrer Morphologie
untersucht. Haut-Fibroblasten waren die einzigehkdéuren, die Uber ein homogenes
Zellbild aus spindelférmigen Zellen mit zwei odeeidZellauslaufern und einen Zellkern
mit schmalen Zytoplasmasaum verfugten (Abb. 5 L, M)allen anderen Zellkulturen
konnten mehrere verschiedene Zellmorphologien rewlegen werden. Im Wesentlichen
(>90%) konnte man viele spindelzellige, fibrobladeo Zellen geringem

Zytoplasmasaum, welche an der CFU-Bildung beteikgten (Abb. 5 A-E, G, J), von
wenigeren (<10%), von CFUs eher entfernt wachsendgdlReren runden oder
quaderférmigen Zellen mit prominenten Zellkern ummditem Zytoplasmasaum (Abb. 5 F,
H, I, K) unterscheiden. Auf Grund der hohen Varig&lti der Zellformen war es nicht ohne

mit

weiteres maoglich, die Zellen allein durch Durchtioiikroskopie einzuteilen.
-40-



In allen Zellkulturen konnten diese verschiedenatfitypen auch in héheren Passagen
nachgewiesen werden. Lediglich bei einem Wachstber die Konfluenz hinaus waren
die grolReren Zellen passagenunabhéngig nicht methweisbar. Des Weiteren bildete
sich in diesen Fallen haufig ein weildliches, augtctkl wiederholtes Resuspendieren nicht
zerstorbares bindegewebeartiges Aggregat, aus emslcauf Zellkulturplastik erneut
fibroblastoide Zellen herauswuchsen.

Auf Grund der hohen morphologischen Variabilitdét Bs schwierig, Unterschiede
zwischen den einzelnen Organisolaten herauszuarbeitBetrachtet man die
CFU-bildenden Zellen, so fallt auf, dass das CFUt#en bei Darm- und Nierenisolaten
zu verschmelzen scheint (Abb. 5 A, G) — im Gegengat CFUs aus Knochenmark und

Lunge, die eher mit Ausbreitung nach peripher zahsan scheinen (Abb. 5 L, J).

i v e e 5@;@ ¥, 2200 At i 00
Abbildung 5: Vergleich der Morphologie unterschiedlicher mesenchymaler Zellen.

Des Weiteren unterscheiden sich die CFU-bildendefileZ unterschiedlicher Organe
(Abb. 5 A-E, G, J) trotz des insgesamt fibrobladéoi Erscheinens in geringer Weise in
ihrer Morphologie voneinander: Lungenzellen sindréblasten sehr ahnlich (Abb. 5 D, E,
L, M), Darmzellen haben ein eher runderes Erscimgsiild (Abb.5 G) und Zellen des
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Knochenmarks sind kleinere fibroblastoide Zellerelohie weniger Kontakt zu anderen
Zellen zu haben scheinen (Abb. 5 J). Die Nierepreliveisen zum Teil weniger
prominente Zellkerne auf und sind spindelformig IgA® B), zeigen jedoch in anderen
Fallen auch eine rundliche, den Darmzellen &hnliglemorphologie (Abb. 5 A).

3.1.4 Zellen aus Niere, Lunge, Darm und KM sowie Ha-Fibroblasten weisen in
Normoxie eine héhere Proliferationsrate als in Hypgrie auf.
Mit Hilfe von BrdU-Inkorporation wurde die Teilungdge und damit die Proliferationrate
der isolierten Zellen analysiert (Abb. 6). In 13 desgesamt 17 untersuchten Proben fand
sich eine bessere Proliferation in Normoxie (NOJ)ia Hypoxie mit 2% @ (HOX). Im
Vergleich der Organe zeigte sich unter HypoxieNierenzellen eine signifikant geringere
Proliferation als bei Lungenzellen.
Des Weiteren wurde das Proliferationsverhalten cian unabhangigen Nierenzellisolaten
nach 24, 48 und 72 h bestimmt (Abb. 7). Uberrasgbemeise zeigte sich hier, trotz
identischer Isolation und Behandlung, ein ausgéprdgterogenes Bild des
Wachstumsverhaltens der einzelnen Isolate Uber Wetersuchungszeitraum. Dieses
Ergebnis ist statistisch signifikant: Beim Vergleistellen sich 15 der 18 Werte hoch-
(p < 0,005), bzw. hdchstsignifikant (p < 0,0001)arachiedlich dar, 3 Werte wichen nicht
signifikant voneinander ab (NOX: A72 hzu C 7HOX: A72hzuB 72h; A72hzuC
72 h; Signifikanzwerte nicht dargestellt). Sign#ik bewiesen werden konnte hier in den
drei unabhéngigen Versuchen zudem die oben bebehde Tendenz der hdhere
Teilungsrate unter NOX in Vergleich zu HOX. Diesnkte auch nach 72 h Versuchszeit in

zwei der drei Versuche gezeigt werden.
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Abbildung 6: Messung der Zellproliferation unterschiedlicher mesenchymaler Zellkulturen. Die Zellen

wurden in Normoxie (NOX) oder Hypoxie (HOX, 2% O») fiir 24 h kultiviert. Die Proliferation wurde mit
Hilfe von Immunférbung nach BrdU-Inkorporation bestimmt (A-E). (*=p<0,05; +SE)
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Abbildung 7: Messung der Zellproliferation unabhiingiger Nierenzellkulturen. Von drei unabhéngigen
Isolaten (A-C) wurde die Proliferation nach Kultivierung fiir 24 h, 48 h und 72 h unter Normoxie (NOX) oder
Hypoxie (HOX, 2% O5) mit Hilfe von Immuntarbungen nach BrdU-Inkorporation bestimmt. Es wurden je 20
Gesichtsfelder in 10x Vergroferung der entsprechenden Firbung ausgezédhlt. (*= p<0,05; **= p<0,005;
**%=p<0,0001;+SE)

3.1.5 Plastikadharente Zellen aus Niere, Lunge, Dar und KM sowie

Haut-Fibroblasten verfiigen tber Telomeraseaktivitat

Fur die Bestimmung der Telomeraseaktivitat wurde slag. TRAP-Assay, verwendet. In

allen isolierten, plastikadharenten Zellpopulationkonnte eine Telomeraseaktivitat

nachgewiesen werden. Statistisch relevante Untexehzwischen den verschiedenen

Organen ergaben sich nicht (Abb. 8).
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Abbildung 8: Telomeraseaktivitit der verschiedenen Zellisolate bezogen auf die Positivkontrolle. (+SE)

relative Telomeraseaktivitat
isolierter Zellen

3.1.6 Plastikadharente Zellen aus Niere, Lunge, D@ und KM sowie
Haut-Fibroblasten lassen sich durch Analyse der Ob#&achenmarker
voneinander unterscheiden.

Mit  Hilfe der Durchflusszytometie wurde die Expriess verschiedener

Oberflachenmarkermolekile analysiert. Die Ergelenssirden unter den verschiedenen

Organen verglichen. Als positive Expression wurdergebnisse mit Nachweis des

Antigens uber 10% der analysierten Zellen definidite Zellisolate exprimierten CD29,

CD44, CD54, CD73, CD81, CD140b und CD166.

Das auch als hamatopoetischer Marker beschriebdreefl@chenmolekil CD34 wurde

sehr eingeschrankt nachgewiesen, jedoch fandenrsichnge, Darm und Knochenmark

gemittelte Expressionswerte von CD34 bis 29%. Inn&m Zellisolat wurde das

Panleukozytenmarkermolekil CD45 exprimiert.

Alle unterschiedlichen Zellpopulationen kénnen miiéser durchgefiihrten Analyse der

Oberflachenmarkermolekile mit statistischer Sigaifiz voneinander abgegrenzt werden.

Auch konnen die mesenchymalen Zellen aus Niere,géunDarm und KM von

Fibroblasten der Haut unterschieden werden (Ahb. 9)
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3.1.7 Mesenchymale renale Zellen lassen sich mit illd von
Immunfloureszenzfarbungen und RT-PCR von Haut-Fibrdolasten
abgrenzen.

Um die renalen Zellen néher zu charakterisiererdemuimmunfloureszenz-Farbungen (in

Passage 4 oder Passage 9) und RT-PCR-Analysene(in Pdssagen 4, 6, 9, 11)

durchgefihrt. Hierfir wurden die Zellen in NOX nftandardmedium kultiviert. Zur

Abgrenzung von Fibroblasten wurden alle Versuchehauit isolierten Haut-Fibroblasten

(Passage 5) als Kontrolle durchgefiihrt (Abb. 10).

An Tag 5 der Kultivierung konnten in den Kulturemrch Immunfarbungen keine

podozytaren Marker, wie Podocalyxin, Podocin undtie keine tubularen Marker, wie

THP und RSOR, sowie keine perizytaren Marker, Wi egCRM | und 3;-NO-GC-AB,

nachgewiesen werden. Ebenfalls konnte das haufige@O koexprimierte CD73 nicht

mittels Immunfarbung detektiert werden (Daten nidhtgestellt). Wie alle Fibroblasten
waren auch alle renalen untersuchten Zellen positiva-SMA. Weniger als 1% der
renalen Zellen waren zudem zuséatzlich mit S100A4drabar.

Des Weiteren zeigten renale Zellen vereinzelt eifigtokeratin positive Zellinseln (Abb.

10 A). In einigen wenigen konnte zuséatzlich Nephrathgewiesen werden (Abb. 10 B).

Samtliche untersuchte Fibroblasten waren fur b®deker negativ (Abb. 10 C).

Zudem wurde orientierend die Expression verschiedévdarker mittels RT-PCR am

2. Tag der Kultivierung analysiert. Sowohl in Fiblasten-, als auch in allen renalen

Zellkulturen, konnte eine Genexpression podozytéarker, wie podocalyxinund fat,

eine Expression des von mesenchymalen und epitrelizellen produzierteregfr und

wnt4 und des frihen nephro- und neurogenen Marleenx2 sowie des proximalen

Tubulusmarker$x3h nachgewiesen werden. Der endo- und mesenchymatkeManl

wurde zwar von allen Fibroblastenkulturen, jedoehr mon zwei renalen Zellkulturen

exprimiert (Daten nicht dargestellt).

Unterschiede zwischen Fibroblasten und renaleredetirgab die RT-PCR-Analyse des

nephrogenen Markemsax8 des podozytaren Markepsdocin des tubuldren Markeksp-

cadherin und von epa Die Expression dieser Gene konnte nur in rendefien

nachgewiesen werden (Abb. 10).
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Abbildung 10: Analyse mesenchymaler renaler Zellen und Vergleich mit Fibroblasten. Es wurdenand 5
Immunféarbungen angefertigt (A-F): Cytokeratin (FITC), Nephrin (Cy3) und DAPI (blau) in A-C; a-SMA
(FITC), S100A4 (Cy3) und DAPI (blau) in D-F. Die Analyse der Expression definierter Markergene erfolgte
mittels RT-PCR an d 2 (G). (-) H,0, (+) 19d Embryo; Bar = 200 um; Verwendete Passagen: Niere: Immun-
farbung p4/p9, PCR (in Reihenfolge der Abbildung) p4/p6/p9/p11; Fibroblasten: Immunfarbung/PCR p5.

3.1.8 Isolierte Zellen der Niere und des KM zeigeneine eingeschrankte
adipogene, chondrogene und osteogene Differenziegsfahigkeit.
Ein wichtiges Merkmal multipotenter mesenchymaldro®azellen (MSC) ist ihre
Differenzierungsfahigkeit in verschiedene differientz mesenchymale Zellen. Auf Grund
der Fragestellung dieser Doktorarbeit wurden viamalNierenzellen mit Hilfe etablierter
Induktionsmedien auf ihre adipogene, chondrogend asteogene Differenzierungs-
fahigkeit untersucht. Als Positivkontrolle wurdemdchenmark (KM)-Zellen und als
Negativkontrolle Fibroblasten verwendet.
Mit beinahe allen Zellen war eine problemlose Vehsdurchfihrung méglich. Ausnahme
bildeten hier nur die Fibroblasten, die nicht i lage waren, MMBs (2.2.8.3) fir die
chondrogenen Differenzierungsversuche zu bildea.\lBrsuche konnten zwar plangemaf
angesetzt werden, jedoch losten sich die MMB ausitHHéroblasten wahrend des
Versuchsablaufes auf.
Die Versuche wurden mit Hilfe von RT-PCR-AnalyseAbl. 11) verschiedener
Differenzierungsmarker und anhand verschiedendsur@en (Abb. 12) ausgewertet.
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Betrachtet man die Ergebnisse der RT-PCR der viedehen Differenzierungsversuche,
so fallen im Vergleich der Kulturen deutliche Umigniede der Expression der
verwendeten Gensequenzen auf.

Die Auswertung der adipogenen Differenzierungsvaswergab nur fur Fibroblasten eine
Zunahme der adipsinExpression, die pparyExpression hingegen nahm nur bei
Nierenzellen zu. DieaP2Expression zeigte bei KM-Zellen und Fibroblasteimee
Zunahme. Bei Nierenzellen war hingegen die stafkgmression voaP2 bereits an Tag 8
nachweisbar (Abb. 11 A).

Bei Betrachtung der Ergebnisse der osteogenenrBifiéerungsversuche zeigt nur bei den
Nierenzellen dierunx-Expression eine Zunahme uUber den Differenzieruedguf. Bei
Fibroblasten und KM-Zellen andert sich das Expomssiiveau vonrunx2 tber den
Verlauf der Kultivierung nicht. Ahnlich ist das Hignis beziglich der
Osteopontinexpression. Das Expressionsniveau veréindsich nur bei den
Fibroblastenkulturen und hat das Maximum bereit3am 7, gefolgt von einem Abfall bis
Tag 28 (Abb. 11 B).

Die chondrogene Differenzierung war nur bei KM-2allnachweisbar, die zunehmend bis
zum Ende des Versuches die Expression des knoegzdisphen Markeraggrecan

steigerten (Abb. 11 C).

Nie KM blasten Nie KM Fibroblasten
Od7d14d28d 0d7d14d28d 0 d14d28d - + Od7d14d28d 0d7d14d28d 0d7d14d28d - +
apdh apdh
D S D BT
adipsin osteopontin

runx

ﬂm::::m (== e o= @b Jan an oo oo BEREREEY o |

#ﬂm—n

© apdh aggrecan
& EX=r—T [kein Ansatz| I B kein Ansatz| =

Abbildung 11: Analyse der Differenzierungsfihigkeit verschiedener Zellen mit Hilfe von RT-PCR.
Renale mesenchymale Stromazellen wurden durch spezielle Induktionsmedien auf Differenzierungsfahigkeit
zu (A) adipogenen, (B) osteogenen und (C) chondrogenen differenzierten Zellen untersucht (n=4). Als
Positivkontrolle dieser Versuche dienten mesenchymale Zellen aus dem Knochenmark (n=3), als
Negativkontrolle Fibroblasten (n=1). (-) HO, (+) 19d Embryo.

Es bildete sich in keinem Versuch eine durch eetdpnde Farbungen nachweisbare,
homogen differenzierte Zellpopulation. Vielmehr wmardie differenzierten adipogenen,
chondrogenen oder osteogenen Zellen in der Mindeiddb. 12). Eine Zunahme

differenzierter adipogener oder osteogener ZellsnTiag 28 in der Gesamtpopulation
konnte in keinem Fall gezeigt werden (Daten nicrgdstellt). Dieses Ergebnis war nicht

nur auf die renalen Zellen beschrankt, sondernbesgeh auch bei KM-Zellen und Haut-
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Fibroblasten. Aussagen uber die chondrogene Difieeungsfahigkeit der Haut-
Fibroblasten sind auf Grund der fehlenden Fahigkebile MMBs zu bilden in dieser
Arbeit nicht moglich.

(C/Chondrogene Differenzierung
Kollagen Il (FITC) + DAPI

‘(\A\,\)Adipogene Differenzierung | (] B Osteogene D|fferen2|erung

" ‘Sudan i+ HE ., ‘gqui I

qY] Kollagen Il (FITC) + DAP

Abbildung 12:  Analyse der

Differenzierungsfihigkeit

verschiedener Zellen mit Hilfe

von verschiedenen Firbungen an
d 28. Bar=200 pm.

3.2 Analyse derepo-Expression renaler Zellen

3.2.1 Die Expression vorepo kann in renalen Zellen mit Hilfe von gRT-PCR
nachgewiesen werden.

Funf unabhangige Isolate renaler Plastik-adharedellen wurden mit Hilfe von

gRT-PCR nach Kultivierung in NOX oder HOX auf diexgession vonepo hin

untersucht. In zwei Isolaten wureépomRNA nachgewiesen, sowohl in HOX als auch in

NOX. Insgesamt zeigte sich im Vergleich von NOX H®X ein vergleichbar grol3er

Anteil des positiven Nachweises der Expression epain der Gesamtheit aller Proben

(Abb. 13 A, B).
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Bei
epopositiven Isolate (Abb. 13 C, D) wurde keine Komizationserh6hung durch HOX

naherer Betrachtung der relativeapemRNA-Konzentrationen der beiden
nachgewiesen. Vielmehr fiel auf, dass trotz degtipea Nachweises ein@poExpression

in den untersuchten Isolaten (Abb. 13A) im Gesanetikchnitt aller Proben 44% der
Einzelproben negativ waren (Abb 13 C, D).

Die nachgewiesenepomRNA-Menge war sehr gering. In positiven Probemrke im
Mittel erst nach 35 PCR Zyklen ein positives Ergsluerzeichnet werden. Zum Vergleich
und zur Standardisierung wurd28 als Housekeeping-Gen mitbestimmt, welches, nach
1000facher Verdinnung, im Mittel nach 19 Zyklen maeisbar war. Der Cut off wurde

bei 40 Zyklen festgesetzt, um den Anteil unspeaifipositiver Ergebnisse zu reduzieren.
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- ‘ ‘ ‘
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@

NOX
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Abbildung 13: Analyse der erythropoietin(epo)-m-RNA-Expression renaler Isolate mittels qRT-PCR.
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3.2.2 Die Anwendung einer EPO mRNAR situ-Hybridisierung ergibt bei den
isolierten renalen Zellen keinen positiven Nachweigon EPO.
Es wurde die von der AG Prof. Dr. Kai-Uwe Eckarét dJniversitat Erlangen erhaltene
EPO-Sonde verwendet (2.5.5.1). Bei der Auswertuag arbungen zeigten sich bei
Verwendung der SP6-Antisense-Sonde ausschlie3éigative Zellen. Zudem zeigte auch
die Positivkontrolle keine angefarbten Zellen (Datacht gezeigt). Erstaunlicherweise
zeigte die Verwendung der T7-Sense-Sonde, andsreralartet, tiberwiegend positive
Zellen. Daraufhin wurde die Basenfolge der Sondeld$equenzierung untersucht. Laut
Protokoll sollte die Sonde 221 bp des EPO-Exonsithadten. Die Sequenzierung der
Sonde ergab jedoch insgesamt nur 54 bp Ubereinstmgnmit EPO-Exon 1. Die
Untersuchung der T7-Sense-Sequenz ergab zudem @i% Homologie zum
ACH-Esterase-Gen, so dass nun von einer unspémfisBindung in den durchgefiihrten
Versuchen ausgegangen werden konnte.
In der AG von PD Dr. Olaf Johren, Institut fir Pimakologie, Universitat zu Lubeck
(Direktor: Prof. Dr. M. Schwaninger), wurde darauafidie Herstellung einer neuen
EPO-Sonde veranlasst. Diese zeigte bei erfolgreicResitivkontrolle jedoch in

verschiedenen Versuchen keine positiven Zelleremrénalen Zellisolaten

3.3 Optimierung der Zellfixierung zur Signalkonsenierung von GFP

In dieser Doktorarbeit wurden neben Wildtyp-NMRI-&n auch C57BL/6-Tg(UBC-
GFP)30Scha/J-Mause verwendet, die durch eine Kaopgelon Green-Flourescent-
Protein (GFP) an Ubiquitin, GFP in allen Korperesll exprimieren. Ziel war nach
Charakterisierung der renalen mesenchymalen Stelleaz diese eventuell in
in vivo-Versuchen in Folgeprojekten zu verwenden. Dahellitestsich methodisch die
Frage nach einer GFP-Signal schonenden Fixierury9(2 deren Ergebnisse in Abb. 14

dargestellt sind.
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B Fixierungsmethode a-d:
a) Eiskaltes Methanol/Aceton (70:30; 5 min, Raumtemperatur
b) 2% PAA (20 min, 4 °C),
dann Methanol/Aceton (70:30; 5 min, Raumtemperatur)
c) 2% PAA (20 min, 4 °C),
dann 0,5% R-Octylglycosid (5-7 min, 4 °C)
d) Eiskaltes Ethanol (10 min, 4 °C), dann 1 mM NaN,
+ 2% BSA + 0,05% Tween (20 min, Raumtemperatur)

C) Methode 3

Sofort nach Fixierung
a)| kein GFP-Signal

b) +4

c) ++

d)| kein GFP-Signal

D) Methode 3

nach 7 Monaten
a) kein GFP-Signal
b) (+)
c) ((+)
d) kein GFP-Signal

Abbildung 14: Etablierung einer GFP-erhaltenden Fixierung. Im |
Rahmen dieser Arbeit wurden auch Zellen von GFP-exprimierenden g3
Miusen isoliert (A). Vier verschiedene Fixierungen wurden in Hinblick
auf die Konservierung des GFP-Signales verglichen (B) und das Signal
direkt nach der Fixierung (C) und nach 7 Monaten (D) mit Fluoreszenz-
mikroskopie untersucht. Ein Anti-GFP-AK wurde nicht verwendet,
sondern nur die native Signalstérke tiberpriift. Gute Ergebnisse wurden
mit Methode b und ¢ erreicht. Methode b iiberzeugte besser in der
Langzeitkonservierung. Das GFP-Signal vor Fixierung (E) wurde
allerdings bei keiner Methode komplett erhalten.

3.4 Differenzierung von ES-Zellen zu renalen Progetorzellen in vitro

ES-Zellen der im Labor etablierten Stammzelllini@ Werden haufig verwendet, um
zellulare Differenzierungsprozesse aller drei Kdttbrin vitro nachzuvollziehen.

Diese Zelllinie ist Grundlage aller hier beschriede ES-Zell-Versuche. Da diese Zellen
haufig passagiert werden, werden die ES-Zelllinfregelmalig auf einen normalen
Karyotyp und ES-Zell-Marker, wie Alkalische Phosfas®, Oct-4 und Nanog, uberpruft.
Zudem wird stets wahrend der laufenden VersucheDdierenzierungsfahigkeit durch

Analyse der Kardiomyozytenbildung bestatigt. Sokuointe eine Differenzierung der
Stammzellen vor Versuchsbeginn und eine vermind&ifferenzierungskapazitat wéahrend
der im Rahmen der vorliegenden Promotionsarbeitttyafihrten Versuche weitgehend

ausgeschlossen werden (Daten nicht dargestellt)
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3.4.1 EBs exprimieren Marker der Nierenzelldiffererzierung

Mittels RT-PCR-Analysen konnte die Expression Veisdener Gene, die bei der
Nierenentwicklung eine entscheidende Rolle spigte&Bs, die im Standardmedium ohne
induzierende Zuséatze kultiviert wurden, nachgewiegerden (Abb. 15 A, 16 A).

Gene, die in der frihen Nierenentwicklung wichtigds wie pax8 emx2undwtl, werden

in Kontroll-EBs an 5+1 d gering und zunehmend aB 8+exprimiert. Im Verlauf bleibt
die Expression vorpax8 und emx2 auf gleichem Level, wohingegen das Niveau der
wtl-Expression zunimmt. Im Gegensatz dazu ist die &gwon vorbmp7undwnt4, die
ebenfalls in der Nephrogenese von Bedeutung sindreite in den frihen
Differenzierungsstadien der EBs nachweisbar undtzeahrend des zeitlichen Verlaufs
der Differenzierung keine wesentliche Veranderung.

Die Genexpression vompodocalyxin dessen Produkt ein essentieller Bestandteil der
Podozytenmembran ist, konnte zu jedem Zeitpunkteiativ gleicher Starke in den
Kontroll-EBs nachgewiesen werden.

Nephrin ein Marker der spaten Nephrogenese und ebermfsdientieller Bestandteil von
Podozyten, wurde von 5+1 d bis 5+22 d in ansteigerdtensitat in Kontroll-EBs
exprimiert, gefolgt von einer leichten Reduktionz#29 d.

Die Expression von egfr, einem Mitglied der Rezeptorfamilie endothelialer
Wachstumsfaktoren und ebenfalls ein Marker deresp&ephrogenese, ist bereits an
5+1d mit hoher Intensitat in Kontroll-EBs nachwsss, die bis zum Ende der
EB-Differenzierung noch weiter ansteigt.

Lim 1 und nestin die eine Bedeutung wahrend des Kondensierungsgsez des
Metanephros haben, werden zu jeder Zeit der EBrKaitting in den Kontrollen stark
exprimiert.

In sekundaren Immunfarbungen konnten die bereitsv/orfeld der Arbeit publizierten
primitiven renalen Ringstrukturen [127], die posifur Cytokeratin und Nephrin sind,
nachgewiesen werden (Abb. 17; Kontrolle).

Das Standardmedium enthielt 20% FKS bis 5+3 d undhrend der folgenden
EB-Differenzierung 0,2% FKS. ES-Zellen, welche irorversuchen dieser Arbeit die
gesamte Kultivierungszeit mit 20% FKS behandeltdear, zeigten insgesamt zwar eine
Zunahme der Expression vamt4, jedoch eine hochsignifikant verringerte Expression
nephrin Des Weiteren wurden bis 5+22 d signifikant wenigmale Ringstrukturen unter
durchgehender Verwendung von 20% FKS gebildet.gDaicht dargestellt, n=4).
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Daher wurde die héhere FKS-Konzentration als nigiitmal angesehen, die nephrogene
Differenzierung von ES-Zellen zu unterstitzen. Sowmirde in den Versuchen immer
nach 5+3 d von 20% FKS auf 0,2% FKS gewechselt.

Zusammenfassend konnte nachgewiesen werden, dassbé&BKultivierung mit dem

Basiskultivierungsmedium spontan zu renalen Vodéadllen differenzieren.

3.4.2 Der Zusatz von Wachstumsfaktoren zum Standardedium kann die renale
Differenzierung von EBs verstarken.
Durch verschiedene dem Standardmedium zugesetzobstiansfaktoren (2.3.1.7) sollte
untersucht werden, ob hierdurch die nephrogeneei@ifizierung von EBs optimiert
werden kann. Als Mediumzusatze wurden Retinsau@& 3L, EGF, LiCl, FGF2 in der
Folge mit FGF2 + LIF oder Aldosteron verwendet. Diersuche wurden mittels RT-PCR
(Abb. 15, 16) und Immunfluoreszenzfarbungen zursidiung renaler Ringstrukturen
(Abb. 17) ausgewertet und mit den Ergebnissen arsué¢hen mit unbehandelten EBs
(3.4.1), die als Kontrolle durchgefuhrt wurden,glshen.
Die Applikation von Retinsaure fihrte zu einer digganten Inhibition der
pax8Expression und Induktion dewnt4-Expression an 5+29 d (Abb. 15 B), jedoch
wurden keine signifikanten Veranderungen in der §geder gebildeten Ringstrukturen in
den Immunfarbungen festgestellt (Abb. 17 E).
Unter TGHPB1-Zusatz wurde, im Gegensatz zur Kontrolle, einengere Expression von
emx2 detektiert (Abb 15 C). Dieser Mediumzusatz zeighenfalls keine signifikante
quantitative Veranderung der Bildung renaler Ringgtiren (Abb. 17 E).
Bei Zusatz von EGF konnte eine niedrigepax8Expression festgestellt werden
(Abb. 16 E). Diese Inhibition war signifikant an B3 d. Statistisch signifikant konnte
durch diesen Mediumzusatz die Bildung renaler Rmggguren an 5+29 d gesteigert
werden.
Die Applikation von LiCl fihrte zu einer verringert Expression voamx2 signifikant an
5+15 d (Abb. 15 E), und einem ebenfalls reduzieméaunhweis der Expression voestin
(Abb. 16 E). Diese Inhibition war signifikant an B4, gefolgt von einem geringen
Anstieg der Expression wahrend des weiteren Difiaerungsverlaufs. Deutlich verzdgert
stellte sich die Nachweisbarkeit von Ringstruktudam. Erst an 5+29 d zeigte sich kein
statistisch signifikanter Unterschied zur Kontratiehr (Abb. 17 E).
Zellen, die mit FGF2, gefolgt von FGF2 + LiCl, irikert wurden, zeigten eine an 5+15 d
signifikant starkere Expression vopodocalyxin (Abb. 16 F). Ahnlich wie bei der
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alleinigen Applikation von LiCl beschrieben stelltsich die Entwicklung von
Ringstrukturen verzogert dar (Abb. 17 E).

Die Aldosteron-Applikation flhrte zu einem signdit hheren Nachweis der Expression
von pax8an 5+1 d (Abb. 15 G), welche bei den nachfolgendeitpunkten auf etwa dem
gleichen Expressionslevel der Kontrolle blieb. Ebtatistisch signifikante quantitative
Veranderung der Ringstrukturen wurde nicht unterkifig von Aldosteron nachgewiesen
(Abb. 17 E). Jedoch konnte an 5+15 d in den Prégareeine Bildung dieser Strukturen

gezeigt werden.
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3.4.3 Die Kultivierung der ESC in einer Perfusionskltur fuhrt nicht zu einer
verstarkten renalen Differenzierung von EBs.
Im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurde eine bighech nicht fir ES-Zellen
verwendete Perfusionskultur etabliert (2.3.2). BPiesollte flir die Gesamtzeit des
Zellkulturversuches konstante Bedingungen sich®onbefanden sich die Zellen die ganze
Zeit in einem geschlossenen System und wurden gaesé mit frischem Kulturmedium
versorgt. In diesem Versuchsteil wurde Standardumedbhne Zusatz von weiteren
Wachstumsfaktoren verwendet. Zur Auswertung wurd#ie Ergebnisse mit der
herkdbmmlichen ES-Zell-Kultivierung verglichen. Aubier wurde wieder densitometrisch
die Expression verschiedener Gene (Abb. 18) soweephologisch die Bildung von
Ringstrukturen mittels Immunfarbungen untersucht.
Die Analyse der Genexpression an 5+29 d zeigteeksignifikanten Unterschiede zur
Standardmethode (Abb 18). Statistisch signifikargniger Ringstrukturen wurden an
5+29 d bei den in der Perfusionskultur kultiviereeas detektiert (Abb. 19).
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4. DISKUSSION

4.1 Isolation und Charakterisierung mesenchymaler fomazellen (MSC)
4.1.1 Eine Isolation multipotenter MSC ist méglich.
Betrachtet man die Ergebnisse der Isolation undrakberisierung, so kann man zu dem
Schluss kommen, dass multipotente MSC in dem sbheimeterogenen, isolierten
Zellgemisch aus murinen Nieren zu einem Teil vorken und erfolgreich isoliert
wurden. Somit wurden die Ergebnisse der AG um Ridikstatigt [32].
Die MSC-Kriterien der Internationalen Gesellschagt fur Zelltherapie [14] wurden von
einigen Zellen erfullt:
- Alle untersuchten Zellen waren plastikadharent.
- Das Zellgemisch verfiigte Uber ein Expressionserugbn Oberflachenmarkern,
welches das Vorhandensein von MSC in den Isolaiggliom erscheinen lasst.
- Einige wenige renale Zellen verfugten Uber eimpagenes, chondrogenes und
osteogenes Differenzierungspotential.

Diese Ergebnisse waren reproduzierbar, obwohl mEigerimenten zur Zellproliferation
(Abb. 7) eine Heterogenitat im zellularen Verhaltechgewiesen werden konnte.

Die Differenzierungsfahigkeit zu Adipozyten, Chooryten oder Osteoblasten ist der
wichtigste Teil der Definition von MSC. Die NotwegHeit dieser Fahigkeit wird in vielen
Publikationen betont [9, 14, 29, 31, 32, 36, 3@]1Dieser Teil der Definition von MSC
konnte hier nur fr wenige renale Zellen demondtrieerden.

Da die Differenzierungsversuche nicht mit Zellers dwunge und Darm durchgefuhrt
wurden, lassen sich in dieser Arbeit keine Ricksdd auf das Vorhandensein von MSC
in diesen Organen ziehen.

Insgesamt kann gefolgert werden, dass aus denrNiene adulten Mausen nur wenige
multipotente MSC isoliert werden konnten. Jedogfitssich die Frage, ob tatsachlich nur
so wenige multipotente MSC isoliert wurden. Es wareglich, dass anfangs in dem
heterogenen Zellgemisch deutlich mehr MSC enthalsewen, die aber unter den
gegebenen Zellkulturbedingungen vor der Analyseitsedifferenzierten. Diese Annahme
wird gestutzt durch die Publikation von Plotkin ukiitarbeitern [32], in der ein einziger
Zellklon, der als ,4E“ bezeichnet wurde, untersuetnirde. Auch dort wurde eine
ausgesprochen heterogene Zellpopulation beschriebersich aber — im Gegensatz zu
dem untersuchten Zellgemisch in dieser Promotitr@sa— aus nur einem einzigen

Zellklon entwickelt hatte.

-60-



Bei weiterer Betrachtung der Ergebnisse der Differerungsversuche fallt zudem auf,
dass die untersuchten mesenchymalen Zellkultured dre als Positivkontrolle
verwendeten Knochenmarkzellen tber keine homogefier&zierung verfigten. Auch
in den Versuchen des Knochenmarks konnten nur nagki erfolgreich differenzierte
Zellen nachgewiesen werden. Somit konnte auchrat von einer homogenen MSC-
Population gesprochen werden.

Zum anderen jedoch scheint auch die als Negativalbetverwendete Fibroblastenkultur
Uber ein gewisses Differenzierungspotential zu tgeh. Dieses Ergebnis wird durch
Publikationen anderer Arbeitsgruppen bestatigt [1434]. Hinzu kommt, dass in
verschiedenen Studien nachgewiesen wurde, dass &tumioblasten, ebenso wie
multipotente MSC, immunmodulatorische oder apoptdsieierende Fahigkeiten besitzen
[143, 145].

Somit ist die Aussage moglich, dass die Zellen, alge multipotente MSC bezeichnet
werden, nur ein Anteil der Gesamtpopulation mesgmetter Zellen sind, der je nach
Situation variieren kann. Es scheint somit moglothss sich die Phanotypen der einzelnen
differenzierten und nicht differenzierten mesenchign Zellen je nach
Anforderungsprofil und Kultivierungsbedingungen aedern kdnnen. Diese Hypothese
kann durch die in zahlreichen Studien aufgezeigtestRitat mesenchymaler Zellen
gestitzt werden [18, 146-154]. Auahvivo kdonnte bei Bedarf, z.B. bei einem ANV, der

Anteil multipotenter MSC somit deutlich erhéht wend

4.1.2 Zellen verschiedenen Ursprunges zeigen unsehiedliche Ph&anotypenin
vitro.
Durch Bestimmung der Anzahl der CFU-F nach Isofat{@bb. 4) und Messung der
Proliferation durch BrdU-Inkorporation, sowie deradiweis der Telomeraseaktivitat
(Abb. 8) konnten keine wesentlichen Unterschiedasawen Zellen unterschiedlicher
Organherkunft nachgewiesen werden. Gezeigt wurdanomnabhangig, dass unter HOX
insgesamt eine schlechtere Wachstumstendenz diertiso Zellen besteht (Abb. 6).
Interessant war, dass trotz des identischen Isakterfahrens und der identischen
Kultivierung unterschiedliche Populationen plastikarenter Zellen aus einem Organtyp
erhalten werden kdnnen. So zeigte der Vergleiclbhéyagiger Nierenzellkulturen in der
Proliferationsmessung ein deutlich unterschiedbdWeachstumsverhalten (Abb. 7).
Durch Anwendung der Durchflusszytometrie ist esradpzierbar gelungen, Zellen
verschiedener Organe untereinander durch ihr Egjaresmuster zu unterscheiden. Sogar
eine Abgrenzung zu reinen Fibroblastenkulturen mvéaglich (Abb. 9). Verwendet wurden
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Oberflachenmarker, die bereits in anderen Pubbketh zur Charakterisierung von MSC
etabliert wurden [29, 32, 36, 155]. Des Weitererrden Antikdrper fur CD49a, einem
Integrinrezeptor, der vor allem in mesenchymalew@&®n vorkommt [156], und fur
CD292, einem Rezeptor, der eine Rolle in der Osteat Chondrogenese und damit im
mesenchymalen System spielt [157, 158], verwendet.

Zuséatzlich konnte auch durch Anwendung von Immuwritszenzfarbungen und
RT-PCR-Analysen eine Abgrenzung von renalen Zellen Fibroblasten erfolgen
(Abb. 10).

Unter Beriicksichtigung der in 4.1.1 beschriebengpdthese der potentiellen Variabilitat
des Phanotyps mesenchymaler Zellen konnten dierdéhiede in der Expression von
Oberflachenmarkern allerdings auch unter der SpgrEINg residenter mesenchymaler
Zellen in deren direkten Organumfeld und ihrer #sehen Funktion zu sehen sein. Somit
konnen renale Zellen zwar von Zellen anderer Orgalmgegrenzt werden, was jedoch,
unter Berucksichtigung der beschriebenen Variabjlitnicht die Schlussfolgerung
ermdoglicht, dass renale Zellen nicht auch ein axldéixpressionsprofil unter anderen
Kultivierungsbedingungen aufweisen kénnten. Diesd&wereits fir den mesenchymalen
Zellklon , 4E" gezeigt [32].

Auch kann nicht geschlussfolgert werden, dass diersuchten Zellen von Fibroblasten
insgesamt abgegrenzt werden konnen. Bei Betrachdend.iteratur wird deutlich, dass
Fibroblasten spezialisierte mesenchymale Zelled, giiie an unterschiedlichen Ortém
vivo auch einen unterschiedlichen Phanotyp haben, benfalls durch Anderung der
Kulturbedingungenn vitro variabel ist [159, 160]. So ware interessant, atgéprojekten
eine Cokultivierung von Fibroblasten mit renalenllegfe durchzufihren, um zu
untersuchen, ob unter diesen Bedingungen in derolfidsten eine Expression von
Cytokeratin und Nephrin im Sinne einer Mesenchyrinithel-Transition induzierbar ist.
Fazit ist allerdings, dass eine klonale Analyse aneBymaler Zellen gegentber der
Verwendung heterogener Zellisolate zu bevorzugenssslte.

4.1.3 In vitro lasst sich nur eine geringeepo-Expression durch renale Zellen
nachweisen.

In einer Publikation von Plotkin et al. [32] wurdemstmals EPO-produzierende renale

Zellenin vitro beschrieben. Die Charakterisierung dieser Zelmmie jedoch noch nicht

hinreichend durchgefuhrt werden.

Auch in der vorliegenden Promotionsarbeit war dseldtion vonepoexprimierenden

Zellen erfolgreich, wenn auch mit einer sehr gegm@usbeute hinsichtlich des Ausmal3es
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der epoExpression. Die Ergebnisse waren sogar in verdehen Proben eines Isolates
nicht einheitlich (Abb. 13). Somit war auch nachsgebigen Resuspendieren der
Zellsuspension, welches ein homogenes ZellgemisahMersuchsbeginn garantieren
sollte, in fast der Halfte aller Proben eines dimze Isolats keine Expression vepo
nachweisbar. Zuséatzlich hatte auch die nachgeweeepamRNA insgesamt eine sehr
geringe Konzentration. Ein Nachweis gelang im Miest nach 35 Zyklen mittels
realtime quantitativer RT-PCR (qRT-PCR). Das Hoesgknggend28 hingegen konnte
auch noch nach tausendfacher Verdiinnung im Midehrdem 19. Zyklus nachgewiesen
werden.
Zur Erklarung dieser Inhomogenitat der Nachweisbiadter Expression voepokommen
verschiedene Hypothesen in Betracht:

1) Es wurde keine Expression v@po nachgewiesen — die positiven qRT-PCR-

Ergebnisse entstanden durch unspezifische Protekteoher Zyklenzahl.

Gegen diese Hypothese spricht die hohe Anzahl agativen Proben. Bei einer
unspezifischen Bindung ware ein homogenerer fabaditiver Nachweis zu erwarten.
Auch spricht dagegen, dass es nur in einer vonRiigben im gleichen Versuchslauf in der
RT-PCR gelungen ist, eine@poExpression nachzuweisen. Auch weisen deutliche
Unterschiede in der nachgewiesemp®mRNA-Menge eher auf eine spezifische, als auf
eine unspezifische Bindung hin.

2) EPO-produzierende Zellen sind &uf3erst selten,dass sie selbst in einem
gleichmalig resuspendierten Zellgemisch nicht regBig vorkommen bzw. unter
die Nachweisgrenze einer qRT-PCR fallen.

Gegen diese Hypothese spricht, dass in mehreretatdeo kein Nachweis einer
EPO-mRNA-Produktion erfolgen konnte. Samtliche @egawurden von gleich
gehaltenen, gesunden Mauseweibchen entnommenssadeh von einer Gleichartigkeit
der Organe und dem Vorhandensein von EPO-produziereZellen ausgegangen werden
kann.

Fur diese Hypothese spricht jedoch die scheinbaleele Stimulierbarkeit der renalen
Expression vorepo durch Hypoxie, welche den wichtigsten Faktor zoduktion der
EPO-Produktion darstellt [161]. Zudem stellten sidnotz des einheitlichen
Isolationsprotokolls die gewonnenen Zellpopulatiomee oben bereits dargestellt als sehr

uneinheitlich dar.
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3) EPO-produzierende Zellen sind MSC, die in Kulpimdnotypisch instabil sind,
rasch dedifferenzieren und dann nicht mehr EPChs¥isieren.
Fur den ersten Teil der Hypothese, dass EPO-predhrmie Zellen MSC sind, sprechen
mehrere Argumente. Zum einen haben viele PublikaticdEPO-produzierenden Zellan
vivo eine peritubuléare und damit interstitielle Lageveoeine fibroblastoide Morphologie
zugeschrieben [59-67], Uber welche auch multipetei6C verfiigen [8, 33, 34]. Des
Weiteren wurde fir EPO eine VEGF-induzierende umgiayenetische [85, 86], mitogene
[87, 88], antiinflammatorische, antioxidative, apoptotische [89] und immunmodulative
[90, 91] Wirkung nachgewiesen, die ebenfalls flttipatente MSC gezeigt wurde. [8, 27,
36, 37].
Auch die dieser Promotionsarbeit zu Grunde liegeAdblikation [32] spricht fUr diese
Hypothese. Untersucht wurde ein einziger ZellklphE(), der nach Proliferation eine
scheinbar heterogene Zellpopulation mit multipaaninesenchymalen Zellen und EPO-
produzierenden Zellen ergab. Somit liegt insgesamm, bereits in 4.1.1 erlautert, die
Vermutung nahe, dass multipotente MSC und EPO-miedende Zellen spezialisierte
mesenchymale Zellen sind, die hinsichtlich ihrearityps ineinander tibergehen kénnen.
Der zweite Teil dieser Hypothese, dass EPO-proderzée Zellen in Kultur phanotypisch
instabil sind, rasch dedifferenzieren und dadurein KEPO mehr produzieren, kann
ebenfalls aufgrund von Ergebnissen anderer Arbeipggen unterstltzt werden. Alle
epoexprimierenden renalen Zellen weisen laut Literatine Koexpression der
ecto-5-Nucleotidas€CD73) auf [59, 62, 67]. Dies ist ein Enzym, das Reaktion von
AMP zu Adenosin katalysiert [162], welches wiederugine Steigerung der
EPO-Produktion bewirkt [75, 76, 163}-smahingegen, dessen Expression ein Merkmal
der Myofibroblasten ist und bei chronischen Entzingen vermehrt exprimiert wird
sowie in gesunden Nieren erwachsener Tiere niclkowomt [37], wird weder mit
ecto-5-Nucleotidase[37], noch mit epo [32, 67] koexprimiert. Mit zunehmender
a-smaExpression wurde sogar eine AbnahmeejerExpression beschrieben [94].
In dieser Promotionsarbeit zeigten 100% der untditsum renalen Zellen in der
Immunfluoreszenzfarbung eine  Nachweisbarkeit vom-SMA,  wohingegen
Ecto-5'-Nucleotidase mittels Immunfarbungen nichacingewiesen werden konnte
(Abb. 10). Hingegen konnte dieses Markermolekut@n Durchflusszytometrie bei etwa
60% der renalen Zellen detektiert werden.
Somit kann angenommen werden, dass nach Isolat®eiaer gesunden Niere die Zellen
in vitro zum grol3en Teil dedifferenzierten und nicht meROEproduzierten. Anscheinend
waren jedoch nicht alle Kulturen von der vollstayesi Dedifferenzierung betroffen. Nur
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die Zellen, die aus den C57BL/6-Tg(UBC-GFP)30Schddilisen isoliert wurden, zeigten
vollstandig eine fehlende Nachweisbarkeit der Esgien von EPO. Daher kénnten die
Zellen dieser transgenen Mause ein hoheres Deglifegrungspotential im Vergleich zu
den Zellen der NMRI-Mausen aufweisen. Abgesehendiesem Unterschied waren die
weiteren Ergebnisse der isolierten Zellen aus atelm Mausearten aber vergleichbar.

Im Umkehrschluss musste es mdglich sein z.B. ddieliModulation bestimmter Faktoren
eine homogene EPO-produzierende Zellpopulation rhalten, da auchn vivo eine
deutliche Zunahme der EPO-produzierenden Zellem méiwzem ANV beobachtet wurde
[93].

Die scheinbar fehlende Induktion der Expression eemdurch Hypoxie kdnnte sich nach
diesen Ausfuhrungen folgendermaf3en erklaren lasgerwh die Zellpopulation der
NMRI-Mause ist von der Dedifferenzierung betrofferDies wurde in den
Immunfloureszenzfarbungen, die 100% der kultiviert&ellen positiv fur a-Sma
darstellten, nachgewiesen. Insgesamt wurde inttsglan welchen eine Expression von
epo nachgewiesen wurde, eine deutliche Schwankungsbreier EPO-mRNA-
Konzentrationen festgestellt. In 44% der Probensatielsolate konnte sogar keine
Expression nachgeweisen werden. Somit ist auciVeegleich zwischen NOX und HOX
auf die EPO-mRNA-Produktion bei einem wahrend igdeher Kultivierungszeitpunkte
maoglicherweise deutlich unterschiedlichen Verh&ltwon dedifferenzierten zu nicht-
dedifferenzierten Zellen nicht Uberzeugend mdglicBamit kann in dieser
Promotionsarbeit eine Induktion der EPO-Produktourch isolierte renale Zellen in
heterogenen Kulturen unter hypoxischen Bedingungeder bestéatigt noch widerlegt

werden.

4.2 Differenzierung von ESC zu renalen Vorlauferzéen in vitro

4.2.1 ESC der Linie D3 differenzieren spontan zu relen Progenitorzellenin
vitro.

Zur Untersuchung von embryonalen Entwicklungsvoggdnin vitro eignet sich die

Verwendung von ES-Zellen, die auf Grund ihres UWrages aus der inneren Zellmasse der

Blastozyste pluripotent sind und in Zellen alleeidkeimblétter differenzieren kénnen

[108, 109, 115]. In allen Versuchen wurde die inbdaetablierte embryonale Zelllinie D3

verwendet [133].

Uber die PCR-Analyse der Expression renaler Magggst es gelungen, eine spontane

Differenzierung von ES-Zellen zu renalen Progemagien nachzuweisen

(Abb. 15 A, 16 A).
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Die hohe Expression vdim1 [164] gibt Hinweise auf eine Entwicklung der heigenen
EBs auch in die mesodermale Richtung. Die Expression Markern der frihen
Nephrogenese,pax8 emx2 und wtl [97], wurde an 5+8 d hochreguliert. Das
Expressionsniveau vontl stieg weiter an, was auf seine bedeutende Roil&fbaltung
der Podozytendifferenzierung zurtckgefuhrt werdénnte [165]. Einschrankend muss
allerdings hinzugefiigt werden, dass diese Genet @ibdin nierenspezifisch exprimiert
werden [166, 167]. Die Expression vgmodocalyxin welches fir ein essentielles
Membranprotein von Podozyten kodiert, wird zeitgfein den EBs miwtl hochreguliert
[168]. Die bereits initial hohe Expression an 5+1vdr Hochregulation vomwtl, kann
durch die Bedeutungodocalyxinin anderen, nicht renalen Zellsystemen erklartdeer
[169].

Ein relativ spezifischer Podozytenmarker der sg#iteenalen Differenzierung isephrin
dessen Transkription ebenfall;n vivo durch wtl aktiviert wird [170]. Dieser
Expressionsverlauf konnte durch die PCR-Ergebrassd in den EBs bestatigt werden.
Hierbei konnte ein Anstieg der Expression voephrin erst nach Anstieg der
wtl-Expression gezeigt werden.

Die Expression vomestinkonnte wahrend samtlicher Auswertungszeitpunktehabhem
Level nachgewiesen werden. Dies kann dadurch énki@rden, dassestin,neben einer
bedeutenden Rolle bei der Nephrogenese im kondendien Mesenchym, in
entwickelnden Glomeruli und auf fertig differenzeerPodozyten [171], auch noch
zusatzlich eine Bedeutung als allgemeiner Diffelemnmgsmarker hat. Zudem wird es
generell in Vorlauferzellen exprimiert [172].

Egfr wird in vielen Teilen der Niere exprimiert [1734]7 Bei Untersuchungen an
EGFR knock out-Mausen zeigten sich nur leichte Mee@ungen in der Konfiguration der
Sammelrohrzellen. Eine Reduktion der Nierenfunkialer bedeutende Veréanderung des
Nephrons wurde nicht nachgewiesen [177]. Eine Beoheuwird EGFR eher fur die spate
Nierenentwicklung zugeschrieben [178]. In dieseonikstionsarbeit wurde bereits zu
Beginn derin vitro-Differenzierung eine hohegfr-Expression gemessen. Diese kdnnte in
Zusammenhang mit einer extrarenalen Expressionest¢th79]. Am Ende der EB-
Kultivierung nimmt die Expression weiter zu, wodurdie Theorie der Bedeutung fur die
spate renale Entwicklung gestitzt werden kdnnte.

Insgesamt konnte durch die Auswertung der semigatuén RT-PCR-Ergebnisse eine
spontane renale Differenzierung von EBs nachgewigssden. Hierbei ist allerdings zu

beachten, dass neben der renalen Differenzierusg Ed&s im gleichen EB parallel
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Differenzierungsvorgange von ES-Zellen in viele eneddifferenzierte Zellen stattfinden
[114, 115].

Zusatzlich konnte mit Hilfe von sekundaren Immubtirgen gegen Nephrin und
Cytokeratin die Bildung primitiver renaler Ringgtturen in den EBs gezeigt werden. Die
Detektion dieser Strukturen wurde im Vorfeld dies&rbeit bereits durch unsere
Arbeitsgruppe publiziert und deren potentielle ten@rogenitorfunktion gezeigt [127].
Somit wurde in dieser Promotionsarbeit die spontaifeerenzierung von ES-Zellen in

renale Progenitorzellen bestétigt.

4.2.2 Die Applikation von Wachstumsfaktoren beeinfisst die renale
Differenzierung von ES-Zellenin vitro.
Zur Optimierung der renalen Differenzierung in détBs wurden verschiedene
Wachstumsfaktoren (Retinsaure, TRF EGF, LiCl, FGF2 gefolgt von FGF2 in
Kombination mit LIF, Aldosteron) dem Basismediunmzugefiigt. Fur alle Faktoren war
eine Modulation der nephrogenen Entwicklung in a&ede Zellsystemen bereits
nachgewiesen worden [99, 100, 102, 105-107, 139, L&irch semiquantitative RT-PCR-
Analyse konnte keine eindeutige Modulation der [Egpion renaler Markergene
nachgewiesen werden (Abb 15, 16). Durch Immunf&ban jedoch konnte eine
signifikante Verstarkung der Bildung renaler Rimgkturen in EBs durch Applikation von
EGF zum Zeitpunkt 5+29 d nachgewiesen werden (ABl. Der Zusatz von LiCL oder
FGF2 gefolgt von FGF2 in Kombination mit LIF fihrengegen zu einer signifikanten
Verzogerung der Bildung dieser renalen Strukturen.
Der fehlende Nachweis einer eindeutigen Modulatien renalen Differenzierung durch
semiquantitative RT-PCR-Analyse kann folgendermadsklart werden:

1) Wie oben beschrieben ist die Expression vielearkdrmolekile fur die
Nierenentwicklung essentiell. Diese werden jedasthan anderen Organsystemen
exprimiert, so dass von einer deutlichen Uberlaggrder PCR-Ergebnisse durch
nicht-renale Expression ausgegangen werden muss.

2) Es wurden RT-PCR-Analysen zu den Zeitpunkten &+%+8 d, 5+15 d, 5+22 d
und 5+29d durchgefuhrt. Unter Berilicksichtigung deschen embryonalen
Differenzierung ist es mdglich, dass das empfitdlic Variieren der
m-RNA-Expression wahrend des Kultivierungsverlautkirch allein  funf
Untersuchungszeitpunkte nicht ausreichend erfassiem konnte.

3) Die RT-PCR ist in der Sensitivitdt der gRT-PCReaulegen und eignet sich nur
eingeschrankt zur Beurteilung einer Modulation Bgpression. Insofern kann fr
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die Beantwortung der Fragestellung geringer Andgeander Genexpression die
Verwendung der gqRT-PCR sinnvoller sein. Hierbeidsohann allerdings auch
hohere Kosten des Verfahrens zu beachten, so iassam ersten orientierenden
Untersuchungsschritt der Einsatz des etabliertenicg@&ntitativen Verfahrens

durchaus eine Berechtigung hat.

Die Applikation von EGF wahrend friher Differenziagsschritte scheint die
Nephrogenese zu unterstiitzen. Insgesamt jedoateisVersuch, durch Zusatz einzelner
Mediumzusétze eine renale Entwicklung zu fordemgmb, um die komplexen Vorgange
in der Natur mit dem Zusammenspiel verschiedenskaktoren im Detalil
nachzuvollziehen. So ist es nicht ausgeschlossass d.B. LiCl oder FGF2 gefolgt von
FGF2 in Kombination mit LIF zu anderen Zeitpunktenanderen Konzentrationen oder in
Kombination mit anderen Faktoren pronephrogen im3yBtem wirken wirde. Gezeigt
wurde diese Komplexitat fur BMP7, welches alleinhioher Konzentration appliziert die
Nierenentwicklung hemmt, jedoch in Kombination rRetinsaure und Activin A die

renale Differenzierung von ES-Zelleanvitro férdert [111, 112].

4.2.3 Ein kontinuierlicher Mediumfluss hemmt die renale Differenzierung in
EBs.
Zur Analyse der Entwicklung von renalen Progenigtien aus ES-Zellen wurde in dieser
Arbeit nicht nur die Medium-Supplementation modidl|ie sondern auch eine
Perfusionskultur etabliert. Diese gewahrleistet atrel  gleichbleibende
Versuchsbedingungen flr die gesamte Versuchsdaigep).
Zwar  zeigten die  densitometrisch  ausgewerteten RR-Paten  unter
Perfusionsbedingungen keinen signifikanten Unteestctier Expression renaler Marker im
Vergleich  zur Standardkultivierung (Abb. 18), jetoc wurden in den
Immunfluoreszenzfarbungen hochsignifikant wenigergRtrukturen detektiert (Abb. 19).
Somit scheint die Perfusionskultur nicht zur Indoikt der renalen Differenzierung
geeignet zu sein.
Hauptunterschied der Perfusionskultur zur Standatdade ist der kontinuierliche Fluss
von frischem Medium, der neben der Lieferung vascfren, im Medium enthaltenden,
Faktoren aber auch das alte Medium mit den vonER® selbst produzierten Faktoren
entfernt. Somit lasst sich schlussfolgern, dasadgediese selbst produzierten Faktoren
essentiell fur eine renale Differenzierung von E&# konnten. Interessant wére es, zu

untersuchen, ob auch die Entwicklung anderer Oxgaesie durch die Perfusionskultur

-68-



gehemmt wird, was die Hypothese der Bedeutung mteinsisch produzierten Faktoren
unterstitzen wurde.

Mit diesem Ergebnis eroffnet sich auch durch daguBenssystem die Moglichkeit, die
Wirkung von intrinsischen Faktoren, die durch digsEproduziert wurden zu reduzieren
und eingehender die Wirkung bestimmter Wachstuntefak durch exogene Applikation
zu prufen. Langfristiges Ziel bleibt es, die ingigchen Faktoren vollstandig exogen
ersetzen zu koénnen und auf diese Weise SchrittSthritt ein Bild vom komplexen

Zusammenspiel verschiedenster Faktoren zu bekommen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Nach einem akuten Nierenversagen ist die Nieregfakich zu regenerieren. Eine
bedeutsame Rolle koénnten hierbei multipotente nusgnale Stromazellen (MSC)
spielen, welche die Reparatur am ehesten durchnraeeEffekte unterstitzen.

MSC zeigenper definitionemdrei Haupteigenschaften: 1) Sie sind plastikaditaomd
bilden fibroblastoide Kolonien, 2) sie verfligen fiban definiertes Expressionsmuster von
Oberflachenmolekilen und 3) sie konnen adipogenpndtogen und osteogen
differenzieren.

In dieser Arbeit wurden plastikadhdrente Zellen a\iren, Lungen, Dickdarm,
Knochenmark und Bauchhaut der Maus isoliert undatttarisiert. Nur fur einen geringen
Teil der im Fokus dieser Arbeit stehenden renalefied konnten MSC-Eigenschaften
nachgewiesen werden. Des Weiteren wurden die menadden im Hinblick auf ihre
Fahigkeit zur epoExpression untersucht. Auch unter Anwendung qtetiver
Genexpressionsanalysen wurde gezeigt, dagemRNA aulierordentlich schwierig
nachweisbar ist und unterschiedliche Proben desichgle Isolates deutliche
Schwankungen aepomRNA Konzentrationen aufweisen.

Im Kontext der aktuellen Literatur wird in dieserbgit die Hypothese aufgestellt, dass
MSC und epoexprimierende Zellen als mesenchymale Zellen sponvder durch
bestimmte Faktoren zur Differenzierung bzw. Dedéfeierung neigen. Hierbei konnten
die Zellen die Fahigkeit zwepoExpression einbuReEpo-exprimierende Zellen kénnten
somit keine eigenstandige Zellpopulation, sondefferénzierte mesenchymale Zellen
darstellen, deren Anteil an der Gesamtpopulatiosemehymaler Zellen je nach Stimulus
varriiert.

Zum Verstandnis reparativer Vorgange in der Niergt idie Kenntnis der
Differenzierungsvorgdnge wahrend der Nephrogenesgerardentlich wichtig. Daher
wurden neben den Versuchen mit adulten MSC auchsi¢Be mit embryonalen
Stammzellen (ESC) der Maus durchgefihrt. In die&dbeit wurde eine spontane
Differenzierung von ESC zu renalen Vorlauferzelachgewiesen. Zudem konnte gezeigt
werden, dass die exogene Applikation von EGF dieduBg von renalen
Vorlauferstrukturen induziert.

Neben der Modulation des Mediums durch verschiedexegene Wachstumsfaktoren
wurde auch eine im Rahmen dieser Arbeit fur das -EB®QGellsystem etablierte
Perfusionskultur untersucht. Diese gewahrleistdtresdd der Kultivierung gleichbleibende
Versuchsbedingungen durch stdndigen Fluss vonh&iacund Abtransport von altem
Medium. Allerdings war die Bildung renaler Strulgarin der ESC-Perfusionskultur
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vermindert. Somit konnten fur die DifferenzierungnvESC, die durch die Zellen selbst
gebildeten Faktoren essentiell fur die Differenzigy sein. Die Perfusionskultur ware also
eine Methode, mit der genauer die Wirkung von erogegesetzten Faktoren untersucht
werden konnte und der Einfluss intrinsisch gebddeFaktoren durch die stéandige
Entfernung mittels Perfusion reduziert wird.
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5 ANHANG
51 Tabellen

Tabelle I: Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Reagenz

Hersteller

100 bp DNA Ladder

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschllan

Aceton

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Bovines Serum Albumin

Sigma, Munchen, Deutschland

Bradford Reagenz

Sigma, Munchen, Deutschland

Dispase I Sigma, Munchen, Deutschland
dNTP 10 mmol each Invitrogen, Karlsruhe, Deutsathlan
EGF Sigma, Munchen, Deutschland
Ethanol Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethanol vergalt

Hausapotheke der Universitat zu Libeck

Ethidiumbromid

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethylenglykol

Sigma, Minchen, Deutschland

Fetales Kalberserum fir MSC

PAA, Pasching, Ostelnrei

Fetales Kalberserum fiir ESC

Thermo Fisher Scientiflaltham, USA

FGF2

R&D, Wiesbaden, Deutschland

Ficoll Type 400

Sigma, Munchen, Deutschland

Formaldehyd 37%

Merck, Darmstadt, Deutschland

Formamid deionisiert

Sigma, Munchen, Deutschland

Gelatine

Merck, Darmstadt, Deutschland

Glycerol 2-phosphate dissodium salt hydrate

Sigvhimchen, Deutschland

Glycin Merck, Darmstadt, Deutschland
HE Gill No.3 Sigma, Minchen, Deutschland
Hefe tRNA Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Heringssperma DNA

Invitrogen, Karlsruhe, Deutsctlan

IBMX

Sigma, Minchen, Deutschland

Indomethacin min 99% TLC

Sigma, Miinchen, Deutsatlan

Insulin

Sigma, Minchen, Deutschland

ITS Liquid Medium Supplement Premix

BD, Heidelbebgutschland

Kollagenase A

Roche, Mannheim, Deutschland

L-Ascorbic Acid Sodium Salt

Sigma, Munchen, Deutanld

L-Glutamin

PAA, Pasching, Osterreich

LiCl

Sigma, Munchen, Deutschland

L-Proline BT Performance certified

Sigma, MunchBeutschland

Meliseptol

Braun, Melsungen, Deutschland

MEM NEAA 100x

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland




Fortsetzung Tabelle I: Verwendete Chemikalien und Ragenzien

2-Mercaptoethanol fiir RNA Isolation

Sigma, MinchBeputschland

2-Mercaptoethanol fur Zellkultur

Invitrogen, Kansre, Deutschland

Methanol Roth, Karlsruhe, Deutschland
MgCl Merck, Darmstadt, Deutschland
NaCl Merck, Darmstadt, Deutschland
Nagellack Diverse Hersteller

Natriumazid Merck, Darmstadt, Deutschland

Natrium-Pyruvat

PAA, Pasching, Osterreich

NucleoSpin RNA

Macherey-Nagel, Duren, Deutschland

OligoDT 12-18 Primer

Invitrogen, Karlsruhe, Deutiseid

Paraformaldehyd

Merck, Darmstadt, Deutschland

Penicillin/Streptomycin 100x

PAA, Pasching, Austria

Phenol liquefied research chemicals

Invitrogen J¢tahe, Deutschland

Polyvinylpyrolidone

Nicht bekannt

Recombinant murine LIF 5 pg Protein in PBS

MilipoBdlerica, MA, USA

Retinsaure

Sigma, Minchen, Deutschland

RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit

Fermentass,Leon-Rot, Deutschland

RNAse und DNAse freies 4@

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Silbernitrat

Sigma, Minchen, Deutschland

Sodium Pyruvat Lésung

PAA, Pasching, Osterreich

Sudan 1l

Sigma, Minchen, Deutschland

SuperScript Il Reverse Transcriptase

Invitrogearlgtruhe, Deutschland

SuperScript Il Reverse Transcriptase Puffer

liegen, Karlsruhe, Deutschland

Taqg DNA Polymerase 10x Puffer Al

Natutec, FrankfDetutschland

Tag DNA Polymerase 5 u/pl

Natutec, Frankfurt, Delisnd

TeloTAGGG Telomerase PCR ELISA Kit

Roche, Mannhdbautschland

Tissue Tek OCT Compound

Sakura, Tokyo, Japan

TGHB,

PeproTech, Hamburg, Deutschland

TGHBs

Sigma, Munchen, Deutschland

Tri-natriumcitrat-dihydrat

Merck, Darmstadt, Deuitnd

Trypsin/EDTA 10x

PAA, Pasching, Austria

Urea

Roth, Karlsruhe, Deutschland

VECTASHIELD® Mounting Medium

Vector Laboratories, Burlingan@®, USA

Vitamin C steril

Sigma, Munchen, Deutschland

\Wasserbadkonservierer

Roth, Karlsruhe, Deutschland




Tabelle II: Verwendete Antikorper

Antikdrper zur Markierung intranukledrer DNA

Name

Antigen

Verdinnung

Hersteller

DAPI

4',6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride

U

1:1000

Sigma, Minchen, Deutschla

nd

Antikorper z

ur Charakterisierung der MSC mittelsriomfarbung

Name Antigen Spendertier VerduinnungHersteller

A5225 a-SMA Mus musculus | 1:100 Sigma, Munchen, Deutschland

8, NO-GC-AB[B-NO-GC Kaninchen 1:800 Gesche-nk vor.1 Pet-er Kdnig, Institut fur
Anatomie, Universitat zu Lubeck

550738 CD73 (5’'NT) | Mus musculus| 1:50 BD, Heidelhddgutschland

C2562 Cytokeratin Mus musculug 1:100 Sigma, MincBeutschland

MA3105 PECAM | Mus musculus | 1:50 Thermo Fisher 8tfie, Waltham, MA, USA

PODOx 11-A | Podocalyxin | Kaninchen 1:100 Alpha Diagfity San Antonio, Texas, USA

PODO 11-A | Podocin Kaninchen 1:100 Alpha Diagnos$ian Antonio, Texas, USA

BM2260 NCAM Ratte 1:100 Acris Antibodies, Herford, Deutschland

Sc-19000 Nephrir Ziege 1:50 SCBT, Santa Cruz, California, USA

N 5139 Neurofilamen |Mus musculus | 1:50 Sigma, Minchen, Deutschland

Rat-401 Nestir Mus musculus | 1:50 DSHB, lowa City, lowa, USA

RSOR RSOR Kaninchen 1:50 SCBT, Santa Cruz, CaldpthSA

A5114 S100A4 Kaninchen 1:100 DAKO, Hamburg, Deuct

5011 THP Kaninchen 1:50 Harbor Bio Products, NoryddA, USA

40E-C Vimentin Mus musculus| 1:50 DSHB, lowa Citgwh, USA

V4630 Vimentin Ziege 1:50 Sigma, Minchen, Deutsetila

Antikorper zur Analyse der chondrogenen Differenamgsfahigkeit

Name Antigen Spendertier Verdinnung | Hersteller

11-116B3 Collagen Il Mus musculus | 1:50 DSHB, lowdty; lowa, USA
Antikorper fur in-situ-Hybridisierung

Name Antigen Spendertier Verdinnung|Hersteller
Alpha-Digoxigenin Flourescein Fab fragments DIG &he 1:100 Roche
Antikorper zur Analyse renaler Vorlauferstrukturen

Name Antigen Spendertier | Verdinnung | Hersteller Liteatur
C2562 Cytokeratin| Mus musculuk100 Sigma, Minchen, Deutschland 127]
Sc-19000 Nephrir Ziege 1:50 SCBT, Santa Cruz, California, USA




Fortsetzung Tabelle II: Verwendete Antikorper

Sekundarantikorper

Name Farbung VerdinnungHersteller

Rabbit anti-mouse 1gG FITC 1:200 Dianova, Hambrgytschland
Mouse anti-rabbit IgG FITC 1:200 Dianova, Hambupgutschland
Goat anti-rabbit IgG FITC 1:200 Dianova, Hamburguischland
Mouse anti-goat IgG FITC 1:200 Dianova, Hamburgut3ehlang
Goat anti-mouse IgG CY3 1:600 Dianova, Hamburg,tBehlang
Mouse anti-goat IgG CY3 1:600 Dianova, Hamburg, tSehiand
Goat anti-rabbit IgG CY3 1:600 Dianova, Hamburgui3ehlang
Donkey anti-rat IgG CY3 1:600 Dianova, Hamburg, B3ehlang

FACS-Antikorper und zugehorige Isotypkontrollen

cell antigen 1

Nr [Name Farbung |Hersteller

1 |CD29 integrin beta 1 (fibronectin receptor beta) PE BD, Heidelberg, Deutschland

2 |CD34 gpl105-120 PE BD, Heidelberg, Deutschlang

3 |CD44 hyaluronan receptor PE BD, Heidelberg, Behland

4 |CD45 lymphocyte common antigen APC BD, Heidadb&eutschland

5 |CD49a | integrin alpha 1 PE Novus, Littleton, CL3A

6 |CD49d | integrin alpha 4 PE BD, Heidelberg, Deliisnd

7 |CD54 intercellular adhesion molecule 1 (ICAM1) ITE BD, Heidelberg, Deutschlang

8 |CD73 Ecto-5'-Nucleotidase PE BD, Heidelberg, Behland

9 |CD81 tapal,; tspan28 PE BD, Heidelberg, Deutschla

10 [CD105 |endoglin PE R&D Systems, Abingdon, U

11 |CD106 |vascular cell adhesion molecule (VCAM1) PE D, Bleidelberg, Deutschlang

12 |CD117 |ckit proto oncogene FITC BD, Heidelberg, 3ehland

13|CD133 |prominin 1 PE eBiosciences, San Diego, USA

14 |CD140b | platelet derived groth factor receptor beta PE eBiosciences, San Diego, USA

15 |CD166 |activated leukocyte cell adhesion molekule QAM) |PE eBiosciences, San Diego, U

16 |CD292 | bone morphogenic protein receptor type 1la direkt |Abgent, San Diego, CA, USA
Sekundar: Goat anti-rabbit 1IgG FITC BD, Heidelhedgutschland

17 |Oct 3/4 | pou domain class 5 transcription factoP@ubsf1) PE R&D Systems, Abingdon, U

o .. Caspase 3 apoptosis realated cysteine peptidase FSIEI' c BD, Heidelberg, Deutschland

-1V-



Fortsetzung Tabelle II: Verwendete Antikorper

Isotypkontrolle

Farbung

Verwendet flr

rat IgG 2B PE CD34/44 R&D Systems, Abingdon, UK
rat IgG 2A PE CD49a/49d/73/105/106/140b/166/OctB&D Systems, Abingdon, UK
rat IgG 1 PE CD133 BD, Heidelberg, Deutschland
rat IgG 2B APC CD45 R&D Systems, Abingdon, UK
rat IgG 2B PE CD34/44 R&D Systems, Abingdon, UK
armenian hamster IgM | PE CD29/54 BD, Heidelberg,tBehland
armenian hamster IgG1| FITC CD81 eBiosciences, Sagd) USA

Tabelle Ill: Verwendete Primer

Primer der Housekeeping-Gene

Marker Gen  [Primer Sequenz Annealing Zyklen- |Fragment-
Temperatur (°C) Zahl Lange
gapdh -GGAAGGGCTCATGACCACA- 62 °C 40 164 bp
-CCGTTCAGCTCTGGGATGAC-
128 -ATGGTCGTGCGGAACTGCT- 60 °C 40 -
-TTGTAGCGGAAGGAATTGCG-

Primer zur Analyse der osteogenen Differenzieruitggkeit

-CAGATAGGAGGGGTAAGACTGG-

Marker Gen  [Primer Sequenz Annealing Zyklen- |Fragment-
Temperatur (°C) Zahl Lange
osteopontin -TCACTCCAATCGTCCCTACA- 58 °C 36 289 bp
-TGCTCAAGTCTGTGTGTTTCC-
runx -CCAAGAAGGCACAGACAGAA- 61 °C 38 243 bp

Primer zur Analyse der adipogenen Differenzierualgsikeit

Marker Gen  [Primer Sequenz Annealing Zyklen- |Fragment-
Temperatur (°C) Zahl Lange
adipsin -CTGACAGAATTGAGGACGA- 58 °C 36 356 bp
-AGAGCCCCACGTAACCACA-
ap2 -ATGCCTTTGTGGGAACCT- 58 °C 36 333 bp
-GCTTGTCACCATCTCGTTTT-
ppary -GCCTAAGTTTGAGTTTGCTGTG- 58 °C 36 226 bp

-TGTCATCTTCTGGAGCACCTT-

Primer zur Analyse der chondrogenen Differenziestéggkeit

-CAGCCACCAGAGAGTCTTCAGC-

Marker Gen  [Primer Sequenz Annealing Zyklen- |Fragment-
Temperatur (°C) Zahl Lange
aggrecan -CAGAAACAACCATGTCCCTGA- 58,9 °C 40 196 bp
-TGTGACTGCTGCTCCCGAC-
collagen 1l -ACGGTGGCTTCCACTTCA- 58 °C 35 383 bp
-TACATCATTGGAGCCCTGGA-
Primer zur gRT-PCR-Analyse der EPO-Produktion
Marker Gen  [Primer Sequenz Annealing Zyklen-Zahl
Temperatur (°C)
epo -ACATCAATTCCTTCTGAGCTCCC- 60 °C 40

V-



Fortsetzung Tabelle 1ll: Verwendete Primer

Primer fir Versuche mit embryonalen Stammzellen

Marker Gen  [Primer Sequenz Annealing Zyklen- |Fragment-
Temperatur (°C) Zahl Lange
bmp7 -GGACAGCCACTTCCTCACTGACGCCG- 58 °C 38 403 by
-TGCTCTGCCCATCCAGGGTCTCCACA-
egfr -GAACCAAGGGAGTTTGTGGA- 60 °C 40 232 bp
-CGTGGCATAGGTGGCAGA-
emx2 -TCGAACCGCCTCCTCGCCGTC- 58 °C 38 155 bp
-AATTTCGTTCTCCGGTTCTGAAACCA-
liml -ACGTAGGGGACCCCGGACCACGATCA- 58 °C 38 289 bpg
-AGGGGCCGTTGGGGATGAGTTCGCC-
nephrin -CCTGGAAGGAGACAGTGCTAA- 58 °C 40 313 bp
-CATTCACGCTGGAGGAGACA-
nestin -AGCAACTGGCACACCTCAA- 59 °C 40 230 bp
-ATTAGGCAAGGGGGAAGAGA-
paxé -TGTTTGCTTGGGAGATCCGGGAC- 58 °C 38 351 by
-CCACTGCTGCTGCTCTGTGAGTCGAT-
podocalyxil -CACGGGAGTCCCATTAGAGA- 60 °C 40 179 bp
-TGACATGGAAGCCCACTACA-
wnt4 -TGCGGTCCCTGCGACTCCTCGTCTTC- 58 °C 38 300 bp
-CGGGTCCCTTGTGTCACCACCTTCCC-
witl -GCAAGGCACCAGGCAAGAATCGTACA- 58 °C 38 178 bp
-GCAGGAAGGCTCCTCTCCGTCCTAAC-
Tabelle IV: Verwendete Gerate
Gerateart Bezeichnung Hersteller
Autoklav Autoklav Bender + Holbein, Bruchsal, Deutschland
\Varioklav H+P Labortechnik, Hackermoos,
Deutschland
\VIX95 Systec, Wettenberg, Deutschland
Bench hypoxia 3000 Nicht bekannt
NuAire Class Il NuAire, Plymouth, MA, USA

CO, Inkubator

CO, Water Jacketed Incubator

NuAire, Plymouth, MAAJS

CO, Water Jacketed Incubator

Thermo Fisher Scientific Germany, Bonn

and

Series 2 Deutschland
HeraCell Heraeus Instruments, Hanau, Deutschl
Eiswannen Eisbad, grof3 NeoLab, Miinchen, Deutschland

Isolierter Eiskibel

MagicTouch Icewares, New Y],
USA

Kryo-Container

Nicht bekannt

Elektorphorese-Kammer

Sub-Cell GT Wide mini

Bigrhl@rcules, CA, USA

Elektorphorese-Spannungsge

Feower Pac Basic

Biorad, Hercules, CA, USA

EV 243

Consort, Turnhout , Belgien

Power Pac 300

Biorad, Hercules, CA, USA

FACS-Gerat Cytomics FC 500 Beckman-Coulter, KakfBleutschland
Gasbrenner Gasprofi 1 ULD-Tech, Ort nicht bekannt
Gasflaschen CO,, Ny, Druckluft Nicht bekannt

Druckmindererstation 2UK

Drager medical, Libeckui3ehland

Gasflaschenzelle

Drager medical, Libeck, Deutschlan

-Vi-



Fortsetzung Tabelle IV: Verwendete Gerate

Gefriergerat

-85 °C Ultralow Freezer

NuAire, Plymouth, MA, USA

-86 °C ULT Freezer

Thermo Electron Corporation,
Langenselbold , Germany

Comfort

Liebherr, Biberach/Riss, Deutschland

Gefrierschrank

Liebherr, Biberach/Riss, Deutschland

Glassline gefrierkombie

Liebherr, Biberach/Rissui3ehland

Kuhlgefrierkombi Premium

Liebherr, Biberach/Risubschland

Premium Gefriertruhe

Liebherr, Biberach/Riss, Dehitsnd

Glasfarbeeinrichtung

Glas Objektragerstander

Gldsw&ertheim, Deutschland

Inkubationskammer Feuchtkammer Nicht bekannt
Instrumente Anatomische/Chirurgische H & H Chirurgische Instrumente,
Pinzette Allendorf, Deutschland
Pinzette anatomisch Hammacher, Solingen, Deutsghlan
Schere, grofi3 Werner Dorsch GmbH, Munster/Dieby
Schere, klein Braun, Melsungen, Deutschland
Kryotom Cryostat Reichert & Jung 280Q eica, Bensheim, Deutschland
Frigocut E
Laborglas 500ml Flasche + Deckel Biochrom, Berlin, DeutscHlan
Duran Flaschen Schott, Mainz, Deutschland
100,250,500,1000 ml +
Schraubverschluss
Duran Reagenzglaser Schott, Mainz, Deutschland
25,50,100,150,250,
400,600,800,1000 ml
Glastrichter mittel/groR3 Schott, Mainz, Deutschland
Messzylinder Schott, Mainz, Deutschland,
1000:10, 500:5, 500:10, 250:2}isolab, Wertheim, Deutschland,
250:5, 100:2, 50:1 Hirschmann, Eberstadt, Deutschland
Mikroskop Auflichtmikroskop + Lampe Leica, Bensheim, Deutseid

Axioplan I
+ Axiocam MRc5 mit HAL100
+ HB050 Fluorescencelampe

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Axiovert 40C
+ Axiocam MRc

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Stickstoffkontainer

Arpege 40

AirLiquide, Dusseldorf, Deutschland

TR21 n Container

AirLiquide, Dusseldorf, Deutschilan

PCR-Cycler

DNAEnNgine PTC-200 Peltiert
Thermalcycler

MJ-Research, Waltham, MA, USA

Mastercycler gradient

Eppendorf, Hamburg, Deutsahla

MyCycler thermal cycler

Biorad, Hercules, CA, USA

Perfusionskultur

Gradientencontainer

Minucells and Minutissue, Béatb@ch,
Deutschland

Minusheet

Minucells and Minutissue, Bad Abbach
Deutschland

Screw Cap Innovative

Minucells and Minutissue, Bdthach,
Deutschland

Perfusor VI

Braun, Melsungen, Deutschland

Photometer

Biomate 3 Photometer

Thermo Electrop@ation,

Langenselbold , Germany

-VII-
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Fortsetzung Tabelle IV: Verwendete Gerate

Pipetten

1x Pasteurpipetten 3,5 ml

Sarstedt, Nimbrecht, $a&tand

finnpipette 1-10, 5-50, 20-200,
10-100, 100-1000 pl

Thermo Electron Corporation,
Langenselbold , Deutschland

Glasspipetten 5, 10, 20 ml

Deutschland

Hirschmann LaborgeEberstadt,

Multipette 100 pl 8x

Eppendorf, Hamburg, Deutschlan

pipetti 5-40 pl

Langenselbold , Deutschland

Thermo Electron Corporation,

Reference 1-10, 10-100, 50-2(
100-1000 pl

Bppendorf, Hamburg, Deutschland

Research 1-10, 10-100, 50-20&ppendorf, Hamburg, Deutschland

100-1000 pl
Pipettierhilfe Pipet boy acu IBS Integra Biosystems, Zizers, Sthwe
Pipetboy IBS Integra Biosystems, Zizers, Schwej|z

Pipetus-akku Pipettierhilfe

Deutschland

Hirschmann Laborger&teerstadt,

gqRT-PCR-Gerat

Abiprism 7000

Applied Biosystemssteo City, CA, USA

A

RNA-Isolation ABI Prism 6100 Nucleic Acid |Applied Biosystems, Foster City, CA, U9
PrepStation

Software CorelDRAW 10 Corel, Ottawa, Kanada
Cytomics CXP Beckman-Coulter, Krefeld, Deutschlang
Exel 2000 Microsoft, Redmond, WA, USA
ImageJ NIH, Bethesda, MD, USA
SigmaPlot 2000 Systat, Erkrath, Deutschland

System Il Version 2.1 Softwarsg

D

Beckman-Coulter,f&lie Deutschland

Word 2000

Microsoft, Redmond, WA, USA

Zeiss AxioVision 4.6

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Sonstige Elektogerate

AF-20 Icemaschine

Scotsman,Vernon Hills, IL, USA

Kurzzeitwecker

/Roth, Karlsruhe, Deutschland

TFA Dorstmann, Wertheim, Deutschland

Mikrowelle

Aldi, Essen, Deutschland

pH-Meter 766 Calimatic

Deutschland

Knick Elektronische Messger8erlin,

Thermomixer comfort

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Thermoruttler

Edmund Buhler, Hechingen, Deutschland

Sonstiges

9 V Batterie Ladegeréat

Conrad, Hirschau, Deutsachlan

Dreiful fir Abfallbeutel

Unbekannter Hersteller

Entsorgungsbeutel Roth, Karlsruhe, Deutschland

F500 UV Schutz Fibre-metal, Concordville, PA, USA

Holzbrett Werkstadt Universitéat zu Lubeck, Lubeck,
Deutschland

NiCd 9 V Block Panasonic Deutschland, Hamburg,
Deutschland

Objekttragerkasten Nicht bekannt

Reagenzglasstander

TPP, Trasadingen, Schweiz

Reaktionsgefal3stander Eppis

Brand, Wertheim, Dilatsd

Schutzbrille astroflex

Deutschland

Uvex Arbeitsschutz GmbH, tR{ir

Thoma Zahlkammer

Brand, Wertheim, Deutschland

WYPALL X60 Tucher

Hakle-Kimberly, Mainz, Deutschign

Spillmaschine

Professional G7835CD

Miele, Guterdbsutschland

Trockenschrank

T5050

Heraeus Instruments, HanautsBldand
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Fortsetzung Tabelle IV: Verwendete Gerate

UV-Bank/Lampe

Flourescence Link
254 nm UV Bank

Bioblock Scientific, Frenkendorf,
Deutschland

+ Foculus IEEE 1394 Dig
Camera

New Electronic Technology Vertriebs
GmbH, Finning, Deutschland

+ Abdeckkasten

Werkstadt Universitat zu Liubeck, édi
Deutschland

Typ NU-4 KL Benda Konrad Laborgerate, Wiesloch,
Deutschland
Vakuumpumpe Pumpe KNF Neuberger , Freiburg, Deutschland
XF5423050 Milipore, Billerica, MA, USA
\Vortexer K550-CoE Binder + Holbein, Bruchsal, Deutschland
TTS2 yellowline IKA workslinc, Wilmington, NC, USA
TTS3 digital yellowline IKA workslinc, WilmingtonNC, USA
Schuttler IKA-Vibrax-VKR IKA workslinc, WilmingtonNC, USA
\Waage 1602MP8 Sartorius AG, Géttingen, Deutschland
Micro 750/1500 mg Sartorius AG, Géttingen, Deutackl
TE1502S 1500 g, d=0,01 g Sartorius AG, GottingestBchland
Warmekammer Mini10 MWG Biotech, Ebersberg , Dehitsed
\Warmeruhrer MR2002 Heidolph-Elektro, Kelheim, Deutschland
VMS-C7 VWR, Darmstadt, Deutschland
Wasserbad \Wasserbadschwimmer Biolabs, Ulm, Deutschland
\Wasserbad Gesellschaft fur Labortechnik, Burgwedel,
Deutschland
\Wasserbad PD Industriegesellschaft mbH
Prufgeratewerk, Dresden, Deutschland
\Wasserreinigungsmaschine Purelab Ultra ELGA Bet#tadelle, Deutschland
Wattestopfer Techoplus TecNoMara, Wallisellen, Seiltev
Zentrifuge Biofuge pico Heraeus Instruments, Hanau, Deutschlan

centrifuge 5415D

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

centrifuge 5415R

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Combi Spin FVL 2400 N

Grant, Shepreth, UK

GPR Centrifuge

Beckmann Coulter, Krefeld, Deutsetila

Mikrozentrifuge

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tabelle V: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Materialart Bezeichnung Hersteller
Abwurf Sharpsafe Frontier Medical Group, Blackwok
Absaugpipette Glaspasteurpipette Roth, Karlsruteeit&zhland

Einmalkiventten

Microkivette

Roth, Karlsruhe, Dehtand

FACS Ro6hrchen

Polystyrrolrdhrchen

Nicht bekannt

Gefrierprobenhalte(Tissue Tek Cryomold Biopsy

Sakura, Tokyo, Japan

Handschuhe Nitril 25cm SafeGrip Sid-Laborbedarf, Gauting, Bsihiiand
Peha-Soft L Powderfree Hartmann, Heidenheim, Délasd
Peha-Soft L Vinyl Hartmann, Heidenheim, Deutschland

Kanulen Microlance Nr. 1, Nr. 20 BD, Heidelberg,Ubschland

Objekttrager 26x76 mm Heinz Herenz, Hamburg, Deutschland

Deckglaser 24x32/24x50 mm

Menzel-Glaser, Braunsihvizeutschland

Superfrost plus

Menzel-Glaser, Braunschweig, Déilasa
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Fortsetzung Tabelle V: Verwendete Verbrauchsmaterigen

Perfusionskultur

Luer Lock mannlich

Novodirekt, Kehl, Deutschland

Luer, mannlich

Novodirekt, Kehl, Deutschland

Luer, weiblich

Novodirekt, Kehl, Deutschland

Silikonschlauch, Innendurchmesser
1,02 mm

Novodirekt, Kehl, Deutschland

Sterifilter 0,2 um

Nalgene, Rochester; NY, USA

Stopfen

Novodirekt, Kehl, Deutschland

Pipettenspitzen

10, 200,1000 pl

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

10 pl Safe guard FilterTips

PEQLAB, Erlangen, Dehtand

100 pl Safe guard FilterTips

PEQLAB, Erlangen, Behbtand

1000 pl Filter Tips

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Biosphere Quality tips
20,100,200,1000 pl

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Combitips plus 5 ml fir Multipette plus

Eppenddtamburg, Deutschland

Combitips plus 10 ml fur Multipette plu

s Eppenddiimburg, Deutschland

gRT-PCR-Bedarf

microAmp Optical 96-well Reaction
Plate with Barcode

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Reaktionsgefalie

1,5ml, 2 ml, 0,5 ml

Sarstedt, Nimbrecht, Deutsathla

Mikro-Schraubréhre 1,5 ml, PP

Sarstedt, Nimbre@bttschland

Mirotube tough-tags

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Multiply pStripPro 8er Kette

Sarstedt, Nimbrechg¢uBschland

Zentrifugenréhrchen 15 ml, 50 ml

Sarstedt, Nimbt,e@butschland

RNA-Isolation Microplate Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutsuthl
Total RNA purification tray Applied Biosystems, FesCity, CA, USA
UV-Kivette micro Brand, Wertheim, Deutschland

Sonstiges Aluminiumfolie diverse Hersteller

Aluminiumfolie extra stark

Nicht bekannt

Autoklavierklebeband

Nicht bekannt

parafilm M laboratory Film

American National Canm@pany, Chicago,
IL, USA

\Wasserkanister

5 | Kanister mit Zapfhahn

Nalgene, Rochester; NBAU

10 | Kanister mit Zapfhahn

Kautex Textron, BonnuBehland

Zellkulturmaterial

50 cm3 Sprihflasche

Birkle, Bad Bellingen, Deutzct|

Abfallflaschen

Nalgene, Rochester; NY, USA

bakteriologische Schalen 10 cm

Greiner bio-ongkenhausen, Deutschlan

Cryo Tube Einfrierrdhrchen 2 ml

TPP, Trasadingaeshv&iz

Discardit Il Spritzen 5, 10, 20 ml

BD, HeidelbeRBgutschland

Falcon CultureSlides

BD, Heidelberg, Deutschland

Minisart 0,20 um Filter

Sartorius AG, Géttingen,Udschland

Original Perfusor Spritze OPS 50 ml
Luer Lock

Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Stericup+Steritop 0,22 um 250 ml

Milipore, BilleaidVIA, USA

Zellkultur Testplatte 6, 12, 24 well

TPP, TrasadingSchweiz

Zellkulturflaschen mit Filter
25, 75, 150 cm?

TPP, Trasadingen, Schweiz

Zellkulturschalen 100x20 mm/60x15 n

iMPP, Trasadingen, Schweiz

Zellschaber 15 cm, 30 cm

TPP, Trasadingen, Schweiz

Zentrifugenréhrchen 15 ml, 50 ml

TPP, Trasadingahweiz




Tabelle VI: Medien (MSC-Versuche)

MSC-Kultivierungsmedium
ad DMEM + 4,5 g/l D-Glucose + L-Glutamine - sodiggyruvate; Lagerung bei 4 °C
10% FKS

1% MEM Non essential aminoacids
1% L-Glutamin

1% Penicillin/Streptomycin

1% Natrium-Pyruvat

300 uM Vitamin C (steril)

MSC-Einfriermedium
ad MSC-Kultivierungsmedium, 4 °C, steril filtriert
8% DMSO

Adipogenes MSC-Induktionsmedium

ad MSC-Kultivierungsmedium; Lagerung bei 4 °C
1uM Dexamethason (Stocksolution: 8,46 mM)
2 uM Insulin (Stocksolution: 10 mM)

500 uM IBMX (Stocksolution: 500 mM)

200 uM Indomethacin (Stocksolution 200 mM)

Adipogenes MSC-Maintenancemedium
ad MSC-Kultivierungsmedium; Lagerung bei 4 °C
2 uM Insulin (Stocksolution: 10 mM)

Chondrogenes MSC-Differenzierungsmedium

ad DMEM + 4,5 g/l D-Glucose + L-Glutamine - sodiggyruvate; Lagerung bei 4 °C

1% MEM Non essential aminoacids
1% L-Glutamin

1% Penicillin/Streptomycin

1% Natrium-Pyruvat

1% ITS

300 uM  Vitamin C (steril)

0,1uM  Dexamethasone (Stock: 8,46 mM)
1mM L-Prolin

10 ng/ml - TGFB3 (Stocksolution: 10 ng/ul)
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Fortsetzung Tabelle VI: Medien (MSC-Versuche)

Osteogenes MSC-Differenzierungsmedium

ad MSC-Kultivierungsmedium; Lagerung bei 4 °C
0,1 uM Dexamethason (Stock: 8,46 mM)

10 nM B-Glycerophosphat

Tabelle VII: Medien (ESC-Versuche)

ESC-Kultivierungsmedium
ad DMEM + 4,5 g/l D-Glucose + L-Glutamine - sodiyyruvate; Lagerung bei 4 °C
15% Inaktiviertes FKS

1% MEM Non essential aminoacids
1% L-Glutamin

1% Penicillin/Streptomycin

0,2% 3-Mercaptoethanol

Mitomycin C-Medium
ad ESC-Kultivierungsmedium, 4 °C, steril filtriert

5% Mitomycin C Lésung

LIF-Medium
ad ESC-Kultivierungsmedium, 4 °C, steril filtriert
5 ng/ul Recombinant murine LIF (5 pg ProteirPiBS)

ESC-Einfriermedium
ad ESC-Kultivierungsmedium, 4 °C, steril filtriert
8% DMSO

ESC-Differenzierungsmedium (20%)
ad DMEM + 4,5 g/l D-Glucose + L-Glutamine - sodiyyruvate; Lagerung bei 4 °C
20% Inaktiviertes FKS

1% MEM Non essential aminoacids
1% L-Glutamin

1% Penicillin/Streptomycin

0,2% 3-Mercaptoethanol
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Fortsetzung Tabelle VII: Medien (ESC-Versuche)

ESC-Differenzierungsmedium (0,2%)
ad DMEM + 4,5 g/l D-Glucose + L-Glutamine - sodiggyruvate; Lagerung bei 4 °C
0,2% Inaktiviertes FKS

1% MEM Non essential aminoacids
1% L-Glutamin

1% Penicillin/Streptomycin

0,2% 3-Mercaptoethanol

Tabelle VIII: Allgemeine Puffer und Losungen

PBS

ad 5 | aqua dest.; pH=7,2; fur Zellkultur zu autakieren; Lagerung bei Raumtemperat
509 NacCl

1,25 g KClI

729 NaHPQ, + 2 H,O

1,25¢ KBPO,

Ldsungen zur RNA-Isolation

DNAse Reaktionsmix
ad 90 ul Reaktionspuffer/Probe [im Kit]; auf EisrekteVerwendung
10 pl DNAse

Losungen fir PCR

PCR-Mastermix

pro Probe; sofortige Verwendung; auf Eis
18,00 uI  DNAse und RNAse freiem@

2,50 pl Taq DNA Polymerase 10x buffer Al
1,00 pl dNTP (10 mM)

1,25 pl Primer left(10 uM)

1,25 pl Primer right(10 pM)

0,25 ul Taq DNA Polymerase 5 u/pl
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Fortsetzung Tabelle VIII: Allgemeine Puffer und Lésungen

Ldsungen fur Elektrophorese

TBE-Puffer 1x

ad 1000 ml aqua dest.; Lagerung bei Raumtemperatur
10,8 ¢ TRIS Base

550 Borsaure

0,79 EDTA-Na

Ldsungen fir gqRT-PCR

gqPCR SYBR-Mastermix
auf Eis, sofortige Verwendung
12,5 pul gPCR SYBR

7,1 pul RNAse und DNAse freies,@
0,2 ul Primer left (10 pm)
0,2 ul Primer right (10 pm)

Tabelle 1X: Puffer und Lésungen fir MSC-Versuche

LAsung zur Zellisolation

Kollagenase/Dispase-Losung pro Organtyp

ad 5 ml MSC-Kultivierungsmedium; sofortige Verwergiisteril filtriert
4,5 mg Collagenase A mit 150 U/mg

8 mg Dispase 2 (Zielkonzentration 0,8 U/ml)

BrdU - Lésungen

BrdU-labeling-mediumad Kultivierungsmedium; direkte Verwendung
1uM BrdU labeling Reagenz

BrdU-labeling-mediumad Kultivierungsmedium; direkte Verwendung
1uM BrdU labeling Reagenz

FixierungslésungpH 2,0; ad GH,OH; Lagerung bei 4 °C

50 mM Glycin Loésung

Primarantikdrperlosungd Inkubationspuffer [im Kit]; direkte Verwendung
5% Anti BrdU-L6sung (im Kit)

Sekundarantikérperlésunggd aqua dest.; direkte Verwendung

5% Anti-mouse-lg-flourescein-Sekundarantikorper Kit)
5% Anti BrdU-L6sung (im Kit)
0,1% DAPI
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Fortsetzung Tabelle IX: Puffer und Losungen fir MSGVersuche

FACS-Puffer und Losungen

FACS-Vorbereitungspuffead PBS; Lagerung bei 4 °C

2% teilinaktiviertes FKS (siehe 2.3.1)
FACS-Pufferad PBS; Lagerung bei 4 °C

2% BSA

0,1% NaN

Differenzierungslésungen

Insulin-Stocksolution 10 mMd 1,74ml aqua dest pH=2; Lagerung bei -20 °C
100 g Insulin

Indomethacin-Stocksolution 200 mddl 2ml DMSO; Lagerung bei +4 °C
143,12 mg Indomethacin

IBMX-Stocksolution 500 pMad 900 pl DMSO; Lagerung bei -20 °C

100 mg IBMX

TGHBs-Stocksolutiorad 1 ml 4 mM HCI-Lésung; Lagerung bei 4 °C

1mg BSA

10 ug TGFBs

Ldsungen zum Nachweis alkalischer Phosphatase

AP-Fixierungslésungl.agerung bei 4 °C

6,5 ml Citrat-Losung (Bestandteil des Alkalische§phatase-Kits)
2,5 ml Aceton

0,8 ml Formaldehyd

AP-Farbelésungsofortige Verwendung

Alkalische Phosphatase Lésung (Bestandteil deslistitee Phosphatase-

254l Kits)

1260 pl Aqua dest.

25 pul Naphtol-Losung (Bestandteil des Alkalische$fihatase-Kits)

25 pul Natrium-Nitrit-Lo6sung (Bestandteil des Alishe Phosphatase-Kits)

Ldsungen fir die Sudan Il Farbung

Sudan llI-Farbelésung
ad 10 ml 70% eH4OH; Lagerung lichtgeschitzt bei Raumtemperatur
0,03 g Sudan I

Lésung 15 min im Wasserbad bei 60 °C inkubierenndserilfiltrieren
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Fortsetzung Tabelle IX: Puffer und Losungen fir MSGVersuche

Ldsungen fir die EPO-in-situ-Hybridisierung

In-situ-Hybridisierung-Fixierungd PBS; Lagerung bei -20 °C

4% Paraformaldehyd (Zum Lésen auf 60 °C erhitzen)

4% D(+) Saccharose

SSC-Puffer (20xad aqua dest.; pH=7,0; Lagerung bei Raumtemperatur
3 M NacCl

300 mM Tri-natriumcitrat-dihydrat

Zusatzlich sind 2x, 0,2x und 0,1xSSC durch Verdingnmitagua destanzusetzen
Denhardt’'s Reagenz (50&y 500 ml aqua dest.; Lagerung bei -20 °C

59 Ficoll Type 400

59 Polyvinylpyrrolidone

59 BSA

EDTA (500 mM)ad aqua dest.; Lagerung bei Raumtemperatur

500 mM EDTA

Prahybridisierungslésungro ,,CultureSlide“; sofortige Verwendung

250 pl 20x SSC

100 pl 50x Denhardts

500 pl Formamid (deionisiert)

25 ul Hefe tRNA

25 pul Heringssperma DNA

20 pl 200 mM EDTA

80 ul DNAse und RNAse freies,8

Hybridisierungslésung
ad 1000 ul DNAse und RNAse freie®©Hpro ,CultureSlide”; sofortige Verwendung

250 pl 20x SSC

100 pl 50x Denhardts

500 pl Formamid (deionisiert)
25 ul Hefe tRNA

20 pul 200 mM EDTA

1ug In-situ-Sonde
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Fortsetzung Tabelle IX: Puffer und Losungen fir MSGVersuche

Anti-DIG-Antikorperldsungad PBS; sofortige Verwendung
7,5% BSA

1% Alpha-Digoxigenin Flourescein Fab fragments
0,1% DAPI

Tabelle X: Puffer und Losungen fir ESC-Versuche

Gelatineldsungad aqua dest.; autoklavieren vor Gebrauch; Lagerbeg4 °C
0,1% Gelatine

Mitomycin C-Losungad 10ml PBS; steril filtriert; Lagerung bei —20 °C
2 mg Mitomycin C
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