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1 Einleitung

Fiur die Untersuchung von umweltrelevanten Substaozier Pharmaka auf ihre mdglichen
reproduktionstoxikologischen Wirkungen sind bis teeunur Tierversuche behoérdlich
anerkannt. Routinemal3ig werden Substanzen in sagméntstudien getestet, in denen der
prakonzeptionale bis postnatale Zeitraum untersudttt (Spielmann, 1998). Dies@a vivo
Tests sind sehr zeitaufwendig, kostenintensiv urmshébgen eine hohe Anzahl von
Versuchstieren (Rutledge, 1997). Aus diesen Gruhasteht ein Bedarf fur die Entwicklung,
Standardisierung und Validierung von Alternativnogtén fur Tierversuche zur
Untersuchung der moéglichen Reproduktionstoxizitét.

Derzeit gibt es drei etablierten vitro Embryotoxizitatstests: Rat Postimplantation Whole
Embryo Culture (WEC), Micromass Culture und Embigdatem Cell Test (EST). Der EST
wurde im Jahr 2001 durch die ECVAM (European Cefderthe Validation of Alternative
Methods) alsin vitro Embryotoxizitatstest validiert. Im Gegensatz zun deiden anderen
Tests hat der EST den Vorteil, dass keine Tierétgetverden mussen, da die Durchfiihrung
ausschlief3lich mit permanenten Zelllinien erfolgt.

Die normale Entwicklung von Embryonen kann durchtagene oder embryotoxische
Substanzen gestort werden, wenn diese Substanzen dem Wachstums- und
Differenzierungsprozessen auf der Ebene der Ged-Rroteinexpression interagieren. Da
solche Prozesse in jeder einzelnen Zelle des galBeeryos ablaufen, wird angenommen,
dass die Prozesse in der Kultur der embryonalemi8tzellen ebenfalls vorhanden sind und
gleichartig auf embryotoxische Substanzen reagieren

Im EST wird der Einfluss der Testsubstanzen auf Miferenzierung der embryonalen
Stammzellen zu kontrahierenden Herzmuskelzellenersatht. Der Effekt auf die
Differenzierung wird mit den zytotoxischen Effekteswuf das Proliferationsverhalten
undifferenzierter Stammzellen und differenzierteell@n (3T3-Fibroblasten) verglichen.
Dieses Testsystem erlaubt die Klassifizierung vahstanzen anhand ihres embryotoxischen
Potentialgn vitro.

Die ersten Studien mit dem EST (Schmidt et al., 12@xholz et al., 2000) zeigten eine gute
Pradiktion des embryotoxischen Potentials von deerauchten Substanzen im Vergleich zu

den entsprechendemn vivo Daten. In der Validierungsstudie des EST konnte das
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embryotoxische Potential der Testsubstanzen in 7@efdExperimente richtig vorhergesagt
werden (Genschow et al., 2002; Genschow et al4)200

Der EST, wie er von der ECVAM validiert wurde, zezgirzeit jedoch mehrere Nachteile. So
ist dieser Test mit einer Kulturzeit von 10 Tageemsehr zeitaufwendig. Aul3erdem umfasst
er nur einen Endpunkt fur die Differenzierung (differenzierung zu kontrahierenden
Kardiomyozyten). Darlber hinaus unterliegt die tiohkkroskopische Beurteilung dieses
morphologischen Endpunktes einer subjektiven Eufags Daraus resultierten die
Untersuchungen von molekularbiologischen Endpunki&aswertungsparameter auf der
Ebene der Gen- und Proteinexpression) (zur Niederal.e 2001). Dabei wurde u.a.
festgestellt, dass die morphologische Analyse dief@nzierung von Kardiomyozyten allein
nicht ausreichend ist, um embryotoxische Effekten v&ubstanzen zu erkennen.
Herzmuskelzellen entwickeln sich aus dem Mesod&mbryotoxizitat kann sich jedoch an
verschiedenen Zelltypen aller drei Keimblatter siggnbryos manifestieren (Schmidt et al.,
2001). Aus den genannten Grunden wurden zusatzhokekularbiologische Endpunkte
etabliert, die auch die Untersuchung von Effektehdie Entwicklung von Zellen des Endo-
und Ektoderms bericksichtigen. In einem von der FEEZentralstelle zur Erfassung und
Bewertung von Ersatz- und Erganzungsmethoden zurarvdrsuch) organisierten
Verbundsprojekt (,Weiterentwicklung ein@s vitro Embryotoxizitatstests mit embryonalen
Stammzellen: Verwendung molekularer Marker zur $&3fmg verschiedener
Differenzierungsendpunkte®) wird an der Verkirzudgr Testdauer und der besseren
Quantifizierung der Ergebnisse durch die Einfuhrumglekularbiologischer Endpunkte
gearbeitet (Buesen et al., 2004). Aufgrund denveisprechenden Daten ist es notwendig, den
auf embryonalen Stammzellen basierenden Embryatatsiest zu einem robusten Modell

mit guter Reproduzierbarkeit der Ergebnisse weiteoptimieren.

1.1 Hintergrund der Arbeit

Eine grundlegende Voraussetzung fur die Kultivigrvon embryonalen Stammzellen ist der
Erhalt ihrer Pluripotenz durch Hemmung der Diffaienung. Von den verschiedenen
Maoglichkeiten, die Differenzierung von embryonaleBtammzellen der Maus zu
unterdricken, ist die Supplementierung des Kultaliomas mit Leukemia Inhibitory Factor
(LIF) eine haufig beschriebene Methode. Auch daddRoll des Embryonic Stem Cell Tests
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(EST) (Spielmann and Scholz, 1999) schreibt dietitierung der ES Zellen in mit 1000
U/ml LIF supplementiertem Kulturmedium vor.

Obwohl die unbegrenzte Vermehrungsfahigkeit aloohesre Eigenschaft die Stammzellen
erst charakterisiert, werden in veroffentlichtendsn die untersuchten Passagezahlen oft auf
10 - 20 (-30) Passagen beschrankt (Cui et al., ;Z0@ddstra et al., 2000). Auch im Protokoll
des EST wird die Verwendung der ES Zellen auf 2§sBgen begrenzt.

Es ist davon auszugehen, dass es mit zunehmendsadeaahl zu Veranderungen der
Stammzellpopulation kommt, die z.B. durch spontifeerenzierung von einigen Zellen der
Population trotz Differenzierungshemmung hervorggrwerden kdnnen.

Im Differenzierungstest des EST sind neben denisiez Kulturbedingungen hohe Anteile
pluripotenter Stammzellen in der Zellpopulation oederlich, um eine gerichtete
Differenzierung zu Herzmuskelzellen zu ermdglicHgei. einer ungeniigenden Hemmung der
Differenzierung wéhrend des Passagierens steigiAdegil an bereits differenzierten oder
determinierten Zellen in der Zellpopulation. Dadursind die Voraussetzungen fur die
erfolgreiche Durchflihrung des Differenzierungstestiit mehr gegeben.

Fur die praktische Durchfuhrung des EST bedeutet dass nach wenigen Tests die
kultivierten Zellen ,zu alt” sind. Die fur den ESiorgeschriebenen Zellen werden von der
ATCC (American Type Culture Collection) ohne Angaler Passagezahl geliefert. Fur die
Vermehrung der embryonalen Stammzellen zum Anlegeer laboreigenen Reserve sind
mehrere Passagierungen notwendig. Vor der Verwandaen Zellen im EST sind diese nach
dem Auftauen zunédchst in einer sog. Qualitatskdetrauf ihre Eignung fur die
Durchfuhrung des EST zu untersuchen. Bei einerdéestr von 10 Tagen missen die Zellen
in der Routinekultur wahrenddessen 4 x subkultivieerden. Damit konnen nach dem
Auftauen der ES Zellen und der Qualitatskontrolle wenige (3 - 5) Embryonic Stem Cell
Tests durchgefuhrt werden, bevor die kritischers&geazahlen erreicht werden.

Eine weitere Schwierigkeit stellt der Nachweis desdifferenzierten Zustandes der
Stammzellen dar. In der Literatur werden zwar Md#robeschrieben, die die Untersuchung
einzelner Zellen auf sog. Stammzell-Marker erlayberine Beurteilung der
Stammzellpopulation mit Quantifizierung der undiffiezierten bzw. differenzierten Zellen
wird dabei jedoch nicht vorgenommen. Da die erfalgre Durchfihrung des EST nur mit

Zellpopulationen mdglich ist, die groRtenteils auwlifferenzierten Stammzellen bestehen,
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waére eine Untersuchung der Population vor Testloegmt Bestimmung der Anteile der

undifferenzierten und differenzierten Zellen sinthvo

1.2 Stand der Forschung
1.2.1 Stammzellen allgemein

1.2.1.1Charakteristika

Als Stammzellen werden alle noch nicht ausdifferenien Zellen eines Embryos, Fetus oder
geborenen Individuums bezeichnet, die Teilungs- Entlvicklungspotential besitzen. Die
damit verbundene Fahigkeit zur Differenzierung nimamf dem Weg der Spezialisierung
wéhrend der Entwicklung der Zellen immer weiter ab.

Die befruchtete Eizelle und die Blastomere im 2-4dd 8-Zell-Stadium werden als totipotent
bezeichnet, da sich aus jeder dieser Zellen einpketter Organismus bilden kann. Aus den
pluripotenten embryonalen Stammzellen der InnerefimAsse entwickeln sich in der
Embryonalentwicklung die verschiedenen Zelltypes #@&rpers, jedoch sind diese Zellen
nicht mehr zur Bildung des plazentaren Gewebes himgfa Auch die als embryonale
Keimzellen bezeichneten Zellen der frihen Keimaetagind pluripotente Stammzellen.
Adulte Stammzellen sind in der Regel in ihrer Difiezierungskapazitat eingeschrankt

(multi- oder unipotent).

Embryonale Stammzellen (ES Zellen) kénnen aus eeren Zellmasse von Blastozysten
isoliert werden. Diese Stammzellen sind undiffererizind zeichnen sich durch ihre nahezu
unbegrenzte Vermehrungsfahigkeit sowie durch P&ipotenz aus (Suda et al., 1987).
Nach Reintegration in Blastozysten kdnnen sowohbrgonale Stammzellen als auch
embryonale Keimzellen an der Bildung aller soméatsc Zellen einschlieBlich der
Keimzellen teilnehmen (Bradley et al., 1984; Laboskal., 1994). Aucln vitro kdnnen sich
diese Zellen in alle Zelltypen der drei Keimblatt&ndoderm, Ektoderm und Mesoderm,
differenzieren (Doetschman et al., 1985).

Der einzige ,wirkliche* Nachweis der Pluripotenz die Transfektion der Stammzellen in
Blastozysten der Maus zur Bildung chiméarer TiereiesBs aufwendige zeit- und
kostenintensive Verfahren ist fir die angestrebtginemaRige Uberpriifung der Pluripotenz
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der Zellen wahrend der Kultivierung jedoch nichteig@et und ist auch aus ethischen
Grinden abzulehnen. Daher wird versucht, UberStgnmzell-Marker den undifferenzierten

und damit pluripotenten Zustand der Zellen nachzseve

1.2.1.2Marker fur embryonale Stammzellen

Neben der bereits erwdhnten Pluripotenz und dem¥brungsfahigkeit von embryonalen
Stammzellen gelten die Expression von SSEA-1 (sspgeific embryonic antigen-1) (Smith,

1992; Solter and Knowles, 1978), eine hohe AlkaksPhosphatase-Aktivitat (Hahnel et al.,
1990; Pease et al.,, 1990), ein hohes Kern-Plasmaalteis (Wobus, 2001) und die

Expression des Transkriptionsfaktors Oct-3/4 (Sshokt al., 1990a) als typische

Eigenschaften muriner ES Zellen.

Die Alkalische Phosphatase-Aktivitdt und das Oletienantigen SSEA-1 werden haufig zur
Beurteilung des Differenzierungsstatus von Stamiezetherangezogen. Dabei wird davon
ausgegangen, dass undifferenzierte Stammzellere ditsker exprimieren, differenzierte

Zellen hingegen nicht.

1.2.1.2.1 SSEA-1

Als eine spezifische Eigenschaft undifferenzierfduripotenter Stammzellen wird die

Expression des Oberflachenantigens SSEA-1 angesehen

Eine von Solter und Knowles (Solter and Knowles/Q9veroffentlichte Studie zeigte, dass
das Antigen auf undifferenzierten embryonalen Keomizellen detektiert werden kann, nicht
jedoch nach Differenzierung dieser Zellen. Auch lefel von Mauseembryonen im

Praimplantationsstadium ab dem 8-Zell-Stadium emignien SSEA-1 (Solter and Knowles,
1978).

In einer von Smith durchgefiihrten Studie (Smitllet1988) exprimierten nach Kultivierung

embryonaler Stammzellen unter dem Einfluss von wénigstens 78 % der Zellen SSEA-1
auf ihrer Oberflache. Die Auswertung erfolgte iresr Arbeit durch die Auszahlung der
SSEA-1 positiven Zellen nach immunzytochemischerbiidg. Nach Untersuchung der
Zelllinie D3 mit durchflusszytometrischen Methodbaschreibt Zandstra (Zandstra et al.,
2000), dass durch Selektion der SSEA-1-positivellededie Zellpopulation schnell und

effizient mit undifferenzierten Stammzellen angeinert werden kann.
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1.2.1.2.2 Alkalische Phosphatase-Aktivitat

Eine hohe Alkalische Phosphatase-Aktivitat (AP-gi#t) gilt als Marker fir
undifferenzierte embryonale Stammzellen (Pease l.et1890). Fur den Nachweis der
Pluripotenz werden daher von vielen Wissenschaftigitochemische Untersuchungen auf
AP-Aktivitat durchgefuhrt oder der Substratumsatesds Enzyms in Enzym-Aktivitats-
Assays gemessen (Berstine et al., 1973; Pease &0840; Rathjen et al., 1999; Zandstra et
al., 2000).

Die Alkalische Phosphatase ist kein stammzellsgehér Marker. Dieses Enzym kommt in
fast allen Geweben adulter Saugetiere vor, eine dtivitat ist jedoch auf einige wenige
Gewebe beschrankt (Dinndarm, Niere, Knochen undeRta zeigen eine 1- bis 2-fach
hohere Aktivitat dieses Enzyms als die anderen @gaNach Untersuchungen von Jéakel
haben embryonale Karzinomzellen eine etwa 4- Wiach-hthere Alkalische Phosphatase-
Aktivitat als differenzierte STO-Fibroblasten (Jaké al., 1983). In Embryonen zeigt dieses
Enzym in vielen Geweben eine hohe Aktivitat in daihen Stadien der Entwicklung. Die
Untersuchungen von Blastozysten zeigten eine hoReAlivitat der Zellen der Inneren
Zellmasse, wahrend die Zellen des Trophoblastenekeder deutlich geringere Aktivitaten
aufwiesen (Johnson et al., 1977).

1.2.1.2.3 Weitere Marker fur undifferenzierte Stammzellen

Neben den oben genannten Markern werden in demrakite weitere Marker fur die
Charakterisierung des Differenzierungsstatus von Zf#Hlen beschrieben. Dabei muss
unterschieden werden zwischen stammzellspezifisched nicht-stammzellspezifischen
Markern.

Zu den stammzellspezifischen Markern zahlt z.B. fierfrithe embryonale Zellen bzw.
Keimzellen spezifische Transkriptionsfaktor Oct-3@kamoto et al., 1990; Rosner et al.,
1990; Scholer et al., 1990b). Auch ECMA-7 wird nuom undifferenzierten Stammzellen
exprimiert (Pease et al., 1990; Sabapathy et 2971

Die Zell-Adhasionsmolekile PECAM-1 und CD9 werddperfalls in undifferenzierten
Stammzellen exprimiert und bei Einsetzen der Déffieierung rasch herunterreguliert (Cui et
al., 2004; Oka et al., 2002; Robson et al., 206ig)sind allerdings nicht stammzellspezifisch.
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1.2.2 Kultivierung von embryonalen Stammzellen

1.2.2.1Allgemeine Kulturbedingungen fiir embryonale Stammzéen

Embryonale Stammzellen (ES Zellen) reagieren sahnpfiadlich auf unzureichende
Kulturbedingungen (Roach and McNeish, 2002). In &ixigkeit von den Ansprichen der zu
kultivierenden Zelllinie und der Rezeptur des Bamgdiums missen dem Kulturmedium z.B.
Serum, Aminosauren oder Antioxidantien zugesetztdere Das Basismedium stellt den
grofdten Anteil des Kulturmediums dar. Fir verscare Zelllinien werden zahlreiche
Basismedien angeboten, deren Zusammensetzungemsilgn Gehalten an Aminoséauren,
Vitaminen, Salzen/Mineralien, Glukose und organgschSupplementen (z.B. Pyruvate,
Lipide) unterscheiden.

Das Serum ist der zweitgrof3te Bestandteil des Kukdiums, es wird in Anteilen von 5 — 20
% dem Kulturmedium zugesetzt. Aufgrund der hoheoff®echselrate und des hohen
Bedarfs an Wachstumsfaktoren der embryonalen Staftenaverden dem Kulturmedium far
diese Zellen Ublicherweise 20 % fetales bovinesii8gFBS) zugesetzt. Seren sind komplexe
Stoffgemische, die einerseits eine entwicklungsdrde Wirkung und andererseits in hohen
Konzentrationen auch eine hemmende Wirkung (toeisélfifekt) auf Zellen besitzen kénnen.
Die optimale Konzentration eines Serums fir didkaéur ist der Kompromiss zwischen der
hdchsten Konzentration zur Gewahrleistung der béglichen Entwicklung der Zellen und
der niedrigsten Konzentration zur Vermeidung jdgdic toxischer Effekte. Andererseits
kénnen hohere Serumkonzentrationen auch zu einemivéerten Zytotoxizitdt durch
Bindung potentiell zytotoxischer Substanzen animid-BS enthaltenen Proteine fihren. So
konnten Untersuchungen zeigen, dass die Zytotaxiziton HgC} von der FBS-
Konzentration im Kulturmedium abhing (Bohets et 4094).

Das Serum unterliegt aufgrund des Ausgangsmateariadsdes Herstellungsprozesses einer
Chargenvariabilitat und ist daher vor der Verwergdaaof die Eignung fur die Zellkultur und
eine mogliche Toxizitat zu Gberprifen. Dafir wirasdzu testende Serum dem Kulturmedium
in Konzentrationen bis zu 30 % zugesetzt (TessardD01). Wird das Wachstum der Zellen
bei hohen Serumkonzentrationen gehemmt, sprichtfistagine Toxizitat des Serums. Im
Hinblick auf die Durchfiihrung des Embryonic StemllCeest (EST) kommen fir die
Kultivierung der ES Zellen nur Seren in Betracht,t ndenen gleichzeitig hohe

Proliferationsraten und hohe Differenzierungsraterreicht werden. Daher ist jede
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Serumcharge vor ihrer Verwendung fiur die Kultivieguwon ES Zellen auf diese Eignung zu

Uberprufen.

Die Hitzeinaktivierung des Serums vor der Verwergdum Zellkulturmedien ist eine weit
verbreitete Behandlung, die zur Zerstérung bzw. Imaktivierung von Inhaltsstoffen, wie
z.B. des Komplementsystems, fuhren soll (Triglid amscott, 1980; Ward, 1979). Durch die
Warmebehandlung werden aber auch wachstumsférdéniddtsstoffe zerstért. Aufgrund
der in der Literatur beschriebenen Effekte der éiitaktivierung, z.B. auf die im Serum
enthaltenen Proteine und Lipopolysaccharide (Meszaat al., 1995), und die damit in
Zusammenhang stehenden Folgen, z.B. fur die Antgifder Zellen in den ZellkulturgefaRen
(Giard, 1987), sollte der Einfluss der Hitzeinaldhaung des Serums auf die ES Zellen

untersucht werden.

Die ersten zur Erforschung der embryonalen Entwiaffluntersuchten embryonalen Zellen
wurden aus Teratokarzinomen isoliert. Teratokamn@o bestehen aus verschiedenen
differenzierten Zellen unterschiedlicher Gewebe uenthalten auch undifferenzierte
embryonale Zellen (Martin and Evans, 1975a). Dig. smbryonalen Karzinomzellen (EC
Zellen) weisen aber aufgrund der variierenden undefinierten Einflisse innerhalb eines
Tumors Nachteile auf, z.B. einen instabilen Karpotmd eine geringe Keimbahnbesiedlung
nach Reintegration in Embryonen (Martin, 1980; Miscet al., 1976). Die erste erfolgreiche
Kultivierung von Zellen der Inneren Zellmasse vortadBozysten und die Etablierung
permanenter Zelllinien von pluripotenten embryonaBtammzellen aus frithen Embryonen
wurde in den frGhen 80ern durchgefihrt (Evans amadifian, 1981). Spater wurden aus
primordialen Keimzellen pluripotente Keimzelllinietabliert (Stewart et al., 1994).

Bereits kurz nach der Isolierung der ersten Starfilimzen (Evans and Kaufman, 1981;
Martin, 1981) wurde die Notwendigkeit einer Diffamerungshemmung deutlich, da es (ohne
Differenzierungshemmung) spontan zu einer Differeming der kultivierten Zellen kam.
Wie auch von einigen Karzinomzelllinien bekannt (Maand Evans, 1975b), wurde erst
durch die Co-Kultur mit sog. AmmenzellerFegder Layer) eine Kultivierung der
embryonalen Stammzellen der Maus Uber einen langeéeitraum ohne sichtbare
morphologische Veranderungen maoglich.

Die Funktion defFeeder Layer zur Hemmung der Differenzierung von ES Zellen kdarch

Kulturmedium, das zuvor von anderen Zellen ,komditert” wurde, ersetzt werden.
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Losliche Faktoren, die von heterologen Zelltypeerigesetzt werden, kdonnen also die
Differenzierung embryonaler Stammzellen unterdriackeodurch die Kultivierung einer
homogenen Stammzellpopulation ohne ,Verunreinigudgfch Feeder-Zellen ermdéglicht
wird.

Nach Isolierung eines fur die Differenzierungshemmuwerantwortlichen Polypeptids aus
den von Feeder-Zellen konditionierten Kulturmedien wurde diesesundchst als
,Differentiation Inhibiting Activity” (DIA) bezeicimet. Weitere Untersuchungen zeigten, dass
DIA mit dem Molekul Leukemia Inhibitory Factor (LJRdentisch ist (Moreau et al., 1988;
Nichols et al., 1990; Smith et al., 1988; Williaetsal., 1988).

1.2.2.2Hemmung der Differenzierung von embryonalen Stammaken

Der Erhalt des pluripotenten Zustandes der Stanmemzelahrend ihrer Kultivierung stellt
eine Grundvoraussetzung fur die Verwendung von Ele in allen Bereichen dar. Um
embryonale Stammzellen im undifferenzierten, plignten Zustand zu kultivieren, muss
ihre Differenzierung gehemmt werden, da sie sopshtn in Zellen der drei Keimblatter
differenzieren.

Fur die Hemmung der Differenzierung von ES Zellendsverschiedene Methoden
beschrieben. Sie kann sowohl durch eine gemeingantigierung der ES Zellen mit anderen
Zellen oder durch die Zugabe von Substanzen nfgréiizierungshemmender Aktivitat zum
Kulturmedium erreicht werden. Das gilt sowohl fiie dsolierung der ES Zellen aus der
Inneren Zellmasse einer Blastozyste als auch fér rdutinemafige Kultivierung dieser
Zellen.

Im Folgenden wird auf verschiedene Methoden defleBahzierungshemmung eingegangen.

1.2.2.2.1 Feeder Layer

Wie bereits erwahnt, sind verschiedene Zelltypdilbgt, Leukemia Inhibitory Factor (LIF)
zu produzieren. Solche Zellen kdénnen als sog. Anzelan oder Feeder Layer die
Differenzierung embryonaler Stammzellen hemmen. &iér erfolgreiche Hemmung der
Differenzierung muss von deireeder-Zellen entweder eine ausreichende Menge der
I6slichen Form des LIF ins Kulturmedium abgegebeeroals gebundene Form auf ihrer
Oberflache prasentiert werden (Rathjen et al.,, B89®%on den Anteilen der matrix-
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gebundenen bzw. I6slichen Form ist abhangig, olStkenmzellen in direktem Kontakt mit
den Ammenzellen kultiviert werden missen oder git@nditionierung” des Kulturmediums
maoglich ist. So ermdglicht die Freisetzung desi¢hgin LIF von bestimmten Zelllinien (z.B.
BRL- Buffalo Rat Liver Cells oder embryonalen Kamamzellen) in das Kulturmedium eine
Differenzierungshemmung von ES Zellen mit diesemdiMie (Martin, 1981; Smith and
Hooper, 1987).

Als Feeder Layer fUr die Co-Kultur mit embryonalen Stammzellen kénrsowohl primare
embryonale Fibroblasten als auch permanente Zelligenutzt werden. Dabei ist die
Eignung der Zelllinie bzw. der ,Charge” bei priméar&ellen vor Verwendung alSeeder
Layer zu Uberprifen, da es je nach Zelltyp Unterschiede dem Potential der
Differenzierungshemmung gibt (Wobus et al., 1984).

Bei einigen Zelllinien, wie z.B. STO-Fibroblastebesteht Uneinigkeit dartber, ob diese
Zellen ausreichend LIF ins Kulturmedium freisetzeter nur Gber das membran-gebundene
LIF in direkter Co-Kultur mit ES Zellen deren Difnzierung verhindern kbnnen (Rathjen et
al., 1990b; Smith and Hooper, 1983). Von einigertofen werden die Stammzellen zur
Hemmung der Differenzierung sowohl alWeeder Layer kultiviert als auch dem

Kulturmedium Leukemia Inhibitory Factor zugeset2ui et al., 2004; Toumadje et al., 2003).

1.2.2.2.2 Leukemia Inhibitory Factor

Seit 1988 wird beschrieben, dass die Kultivierundpeyonaler Stammzellen aus der Maus im
undifferenzierten Zustand durch die Supplementigrdes Kulturmediums mit Leukemia
Inhibitory Factor (LIF) mdglich ist (Smith et alL988; Williams et al., 1988).

Es handelt sich dabei um einen Wachstums- und feii@erungsfaktor mit vielfaltigen
biologischen Aktivitaten, der zur Familie der Ingeikine-6 gehdort. Urspringlich wurde LIF
als Zytokin, welches die Differenzierung der munn#&1l Myeloid-Zelllinie induziert,
entdeckt. LIF besitzt also sowohl differenzierurggeimende als auch -induzierende
Eigenschaften.

In vivo spielt die maternale LIF-Expression eine wichtigelle bei der Implantation der
Blastozyste (Stewart et al., 1992)

Als entscheidender Faktor zur Hemmung der Diffelemng von murinen Stammzellen
wurde die Aktivierung eines spezifischen Rezeptorilexes mit nachfolgender Aktivierung
der STAT3-Kaskade (STAT — Signal Transducer andvattr of Transcription) identifiziert
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(Matsuda et al., 1999; Metcalf, 2003; Niwa et 8898; Raz et al., 1999). LIF bindet an einen
Rezeptor-Komplex, der aus einem LIF-spezifischemeRor und einer gpl130-Untereinheit
besteht (Gearing et al., 1991; Hibi et al., 199@130 ist eine gemeinsame Untereinheit von
Rezeptoren der IL-6 Zytokin-Familie, deren Vorhamskgn far die
Differenzierungshemmung bei ES Zellen unbedingoredrlich ist (Yoshida et al., 1994).
Durch nachfolgende Aktivierung rezeptorassoziiedanus-Kinasen kommt es zu einer
Phosphorylierung und Dimerisation von STAT3-Molekill Im Zellkern kontrollieren die

STAT3-Dimere die Transkription von Genen, die d#bSterneuerung der Zellen regulieren.

Die differenzierungshemmende Wirkung des LIF ishZzentrationsabhéangig und reversibel
(Viswanathan et al., 2002; Zandstra et al., 20B8}xuglich der Potenz des LIF-Molekiils, die
Differenzierung embryonaler Stammzellen Uber eifiergeren Zeitraum zu unterdriicken,
werden jedoch unterschiedliche Angaben gemachtleVigutoren berichten von der
Maglichkeit der ,Langzeitkultivierung® von pluripehten Stammzellen mit LIF, machen
allerdings keine Angaben zur tatséchlich untersarckulturdauer.

Die differenzierungshemmende Wirkung des LIF sdhauch von den Kulturbedingungen
der Zellen abzuhangen. Die routinemallige Kultivigraler Zellen findet tblicherweise als
Adhasionskultur in Zellkulturflaschen statt, beir dbe Stammzellen in dreidimensionalen
Kolonien wachsen.

Hingegen kdénnen Stammzellen zur Induktion der Péifieierung auch in embryo-ahnlichen
Zellaggregaten, den sog. Embryoid Bodies (EBs)j\ait werden.

Bei der Kultivierung der embryonalen StammzelleiBs beobachteten mehrere Autoren die
selektive Wirkung von LIF. Nach Murray (Murray anBdgar, 2001) findet eine
Differenzierung von Stammzellen in EBs zu primitivdendoderm auch in Gegenwart von
LIF statt, die Differenzierung zu viszeralem undig@lem Endoderm wird aber durch LIF
gehemmt. Dem gegeniiber beschreiben Shen und L8ten (and Leder, 1992), dass die
Weiterentwicklung zu viszeralem und parietalem Hedo aus dem primitiven Endoderm
durch LIF nicht verhindert wird. Hingegen erfolgh iGegenwart von LIF Kkeine
Differenzierung mesodermaler Zellen (z.B. Blut- oHerzmuskelzellen) aus dem primitiven
Ektoderm. Die Autoren verweisen dabei jedoch audhdee bei Untersuchung verschiedener
Zelllinien auftretenden variablen Ergebnisse. Alsader (Bader et al.,, 2000) beobachtete,

dass in Embryoid Bodies bestimmte Entwicklungstiolgen der Differenzierung, wie z.B.
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die Kardiomyogenese, durch LIF gehemmt, aber anDdferenzierungsrichtungen, z.B. zu
Fibroblasten, Endothel- oder Epithelzellen, nicintendriickt werden. Andererseits sollen
geringe Mengen loslichen LIFs sogar die Differennig zu Herzmuskelzellen unterstiitzen,
dies allerdings erst nach 4 Tagen der Entwickludig. Initiierung der Kardiogenese in dem
primaren Mesoderm findet nur in Abwesenheit von &ii&it.

1.2.2.2.3 Andere Substanzen mit differenzierungshemmenden Egmpschaften

Substanzen mit differenzierungshemmender Aktivitdat embryonale Stammzellen lassen
sich gro3tenteils den Zytokinen zuordnen. Auchrlatkin-6 (IL-6), Interleukin-11 (IL-11),
Oncostatin M (OsM), ciliary neurotrophic factor (CN) und Cardiotrophin 1 (CT-1) gehéren
zu dieser Familie. Diese Faktoren haben vielfaltgjeh tUberschneidende Effekte auf eine
Vielzahl verschiedener Zelltypen. So konnen auchMOSCNTF und CT-1 uber
Wechselwirkung mit dem LIF-Rezeptor die Differemaieg von ES Zellen unterdriicken
(Conover et al., 1993; Pennica et al., 1995; Rosé ,€1994; Yoshida et al., 1994).

Dabei kann auch die Herkunft der Substanz einen flussS;m auf ihre
differenzierungshemmende Wirkung haben. So bindstrdurine Oncostatin (mOsM) nicht
an den gleichen funktionellen Rezeptor wie murib#s und humanes Oncostatin (hOsM)
(Ichihara et al., 1997) und ist somit fur die Henmguder Differenzierung muriner
embryonaler Stammzellen nicht geeignet.

Ying und seine Mitarbeiter (Ying et al., 2003) hablirzlich gezeigt, dass BMP (bone
morphogenetic protein) ebenfalls fir die Vermehrdeg Stammzellen unbedingt erforderlich
ist. AuRerdem wurde nachgewiesen, dass zwei weltemeskriptionsfaktoren, Oct-3/4 (Niwa
et al., 2000) und Nanog (Chambers et al., 2003;mDleas and Smith, 2004; Mitsui et al.,
2003), eine entscheidende Rolle spielen bei dealttning des undifferenzierten Status von ES
Zellen. Dani und seine Mitarbeiter zeigten, dasKRES$ES cell renewal factor) ein von LIF
unabhangigen Faktor ist, der von differenziertenllede freigesetzt wird und die

Differenzierung von Stammzellen unterdriicken kdban( et al., 1998).

1.2.2.3Differenzierung von embryonalen Stammzellen

Bei der Kultivierung von zunachst undifferenziertgturipotenten Stammzellen in embryo-

ahnlichen Aggregaten, den sog. Embryoid Bodies YE#ferenzieren die Zellem vitro in
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die verschiedenen Zelltypen der drei Keimblatteogi3chman et al., 1985). So wurde z.B.
die Differenzierung in Blut-, Nerven-, Epithel-, gkel- und Herzmuskelzellen beschrieben
(Bagutti et al., 1996; Doetschman et al., 1985ul8irg et al., 1995a; Wobus et al., 1991).
Diese differenzierten Zellen zeigen die physiologen Eigenschaften von spezialisierten
Zellen. In den letzten Jahren sind Protokolle ecitelt und optimiert worden, die eina
vitro Entwicklung von Stammzellen in bestimmte Differemangsrichtungen fordern
(Fairchild et al., 2000; Guan et al., 2001; Pastimand Field, 2002). Dabei wurden die
Einflisse verschiedener Faktoren auf das Diffeeanigspotential der ES Zellen deutlich. So
sind z.B. die verwendete Zelllinie, die Anzahl deden Embryoid Bodies differenzierenden
Zellen und die Dauer der einzelnen Kultivierungssthin den Differenzierungsprotokollen
von Bedeutung. AulRerdem beeinflussen die Quali& dem Kulturmedium zugesetzten
Fetalen Bovinen Serums und weitere Zusatze zumuKnédium die Differenzierung der
Zellen (Kanno et al., 2004; Wobus et al., 2001)r Bie maximale Induktion einiger
Differenzierungsrichtungen sind Zusatze von Diffeierungsfaktoren zu bestimmten
Zeitpunkten der Kultur notwendig (Bain et al., 198®®hwedel et al., 1999). So wurden z.B.
konzentrations- und zeitabhangige Effekte von Rétine auf die Differenzierung von ES
und EC Zellen beschrieben (Drab et al., 1997; Waliwd., 1997). Bei der Entwicklung der
undifferenzierten Stammzellen in spezialisierte atsche Zelltypen werden Prozesse
durchlaufen, die denen der frihembryonalen Entwitglentsprechen (Leahy et al., 1999;
Rolletschek et al., 2004). Dabei werden bei dewitro Differenzierung keimblatt- und
gewebsspezifische Gene exprimiert (Drab et al.,71%8altsev et al., 1993; Wobus et al.,
1995). Diesein vitro differenzierten Zellen besitzen die entsprechengewebstypischen
funktionellen Eigenschaften, wie z.B. Aktionspotel® oder lonenkanale (Maltsev et al.,
1994; Maltsev et al., 1999; Wobus et al., 1997).





