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2 Eigene Untersuchungen

2.1 Zielsetzung

Ziel der hier vorgelegten Arbeit war es zum eirene praktikable Methode zu finden, die ES
Zellen D3 uUber einen langen Zeitraum zu kultiviedeei Erhalt ihrer Fahigkeit, unter
definierten Kulturbedingungen zu Herzmuskelzellardi#ferenzieren.

Zum anderen sollte eine Methode erarbeitet werddie eine Beurteilung der
Stammzellpopulation (wahrend ihrer routinemafiigentitderung) auf ihre Eignung fur die
Durchfiihrung eines EST erlaubt. Daflr sollten dielér Literatur beschriebenen Stammzell-
Marker SSEA-1 (stage-specific embryonic antigensi)l Alkalische Phosphatase-Aktivitat
auf ihre Eignung zur Charakterisierung des undifieierten Zustandes dieser Zellen

untersucht werden.

Die Bearbeitung dieser Hauptziele erforderte einigeuntersuchungen. Es wurden zunachst
maogliche Einflussfaktoren auf das Wachstum der E8e@ und ihre Differenzierung zu

Herzmuskelzellen untersucht. Diese Untersuchungefassten v.a. die Zusammensetzung
des Kulturmediums (Serumkonzentration, Hitzeinagtivng des Serums) und zielten auf
eine Optimierung der Kulturbedingungen fir die Starallen im Rahmen ihrer Routine-

Kultivierung und ihrer Differenzierung zu Herzmuktedlen bei der Durchfihrung des EST
ab. In weiteren Voruntersuchungen wurden ProtoKditeden routinemé&Rigen Nachweis des
undifferenzierten Zustands der Zellen anhand d&ASS-Expression der ES Zellen und ihrer

Alkalische Phosphatase-Aktivitat etabliert.

In der Hauptstudie wurden die embryonalen Stammzeliber den Kulturzeitraum von 50
Passagen in mehreren Ansatzen mit verschiedenerholet zur Hemmung der
Differenzierung kultiviert (aufeeder Layer und/oder Supplementierung des Kulturmediums
mit chemischen Substanzen mit differenzierungshemdiere Aktivitat). Parallel erfolgten
durchflusszytometrische und immunzytochemische bzwochemische Untersuchungen
dieser Zellen auf die Expression von SSEA-1 undAdivitat der Alkalischen Phosphatase
(AP). AuBBerdem wurde die AP-Aktivitat der Zellenphotometrisch ausgewerteten Enzym-
Aktivitatstests Uberprift. Die Ergebnisse wurdemrédoert mit der Fahigkeit dieser Zellen,

unter definierten Bedingungen zu Herzmuskelzellediferenzieren.



Eigene Untersuchungen 15

Die Ergebnisse der Untersuchungen sollten einemwélgauf die Eignung der verschiedenen

Methoden der Differenzierungshemmung im Hinblick f adie Verwendung der

Stammzelllinie D3 fur die Durchfiihrung des EST geld@abei sollte z.B. untersucht werden,

ob die verschiedenen Methoden der Differenziervagshung einen Einfluss haben auf die

Fahigkeit der Zellen, zu Kardiomyozyten zu diffezemen oder auf die Empfindlichkeit der

Stammzellen gegenuber Testsubstanzen.

Die Uberlegungen zu der hier vorgestellten Arbeissken sich in folgenden Fragen

zusammenfassen:

Ist die Kultivierung von pluripotenten ES Zellenrdéelllinie D3 mit LIF oder anderen
Methoden zur Hemmung der Differenzierung Uber eideitraum von 50 Passagen
maoglich bei erhaltener Fahigkeit dieser ZellenKandiomyozyten zu differenzieren?
Haben die Kultivierungsmethoden einen Einfluss dig# Empfindlichkeit der Zellen
gegenuber Testsubstanzen und damit auf die Eigdengellen fur den EST?

Welche Methode (immunzytochemische, zytochemisclaeychflusszytometrische,
photometrische Auswertung) ist am besten geeigmat,die Marker SSEA-1 und AP-
Aktivitat routinemalfig nachzuweisen?

Gibt es eine Korrelation zwischen dem Anteil deE&SL-positiven Zellen bzw. der AP-
Aktivitat der Zellen und ihrer Fahigkeit, im Diffenzierungstest des EST zu

Kardiomyozyten zu differenzieren?
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2.2 Material

2.2.1 Gerate

Bezeichnung

COs-Inkubator
Durchflusszytometer

Einfrierbox (Cryo 1°C Freezing Container)

Photomikroskop
Mehrkanalpipette
Neubauer-Zahlkammer
Pipetten

Pipettierhilfe

Plattenphotometer

Schttler fr Mikrotiterplatten
Umkehrmikroskop

Vortexer

Wasserbad

Zentrifuge

Zentrifuge

2.2.2 Glas- und Plastikware

Bezeichnung
24-Well-Zellkulturplatten
96-Well-Zellkulturplatten
Bottle Top Filter (250 ml)
Culture Slides
Deckglaser (24x50 No1l)

Hersteller

Heraeus

Becton Dickinson

Nalgene
Zeiss
Costar

VWR
Eppendorf
Eppendorf

Dynex

Dyatech
Zeiss
IKA Werk
GEL
Heraeus
Heraeus

Hersteller
TPP

TPP

TPP
Falcon

Marienfeld

Modell/Art.-Nr.

BB6220 Cu/ 51007412

FACScan
106-0001
Axiophot
6616
631-1130
Research
Easypet
Opsys MR/
IMRA 1478
Mikrotit&haker
4730 12-9902
340174
1038
Biofuge
Minifuge RF

Artikel-Nr.

92424
92696
99250
354104
8590
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FACS-R6hrchen (Polystyrol-Reagenzglas)

Kryoréhrchen

Bakteriologische Petrischalen (6 cm)

Bakteriologische Petrischalen (10 cm)

Pipettenspitzen 0,5-10 pl
Pipettenspitzen 1-200 pl
Pipettenspitzen 1ml
Reaktionsgefal3e (Safe-LockTubes)
Serolog. Pipetten, Falcon, 10 ml
Serolog. Pipetten, Falcon, 25 ml
Serolog. Pipetten, Falcon, 5 ml
Sterilfilter (0,2 um Porengrof3e)
Zellkulturflaschen (25 cf)
Zellkulturflaschen (75 cf)
Zentrifugenrdhrchen (15 ml)

Zentrifugenrdéhrchen (50 ml)

2.2.3 Chemikalien

Bezeichnung

5-Fluorouracil

Aceton

Alkaline Phosphatase Yellow (pNPP)
Liquid Substrate for ELISA
Anti-SSEA-1

Bovines Fibronectin
Bovines Serumalbumin
Cellwash

DMEM

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Falcon 2052
TPP P89020
Greiner 628102
Greiner 62310
Eppendorf 30.000.854
Corning Inc. Costar 4866
Sarstedt 70.762
Eppendorf 003380
BD Labware 356551
BD Labware 35 6525
BD Labware 35 6543
Schleicher&SchudlD462200
TPP 90260
TPP 90760
Nunc 366079
Sarstedt 62.547.254
Hersteller Artikel-Nr.
Sigma F6627
J.T. Baker 8002
Sigma A-3469
Dev.Studies MC-480/ pplg
Hybridoma Bank
Biochrom L7127
PAA K41012-10
Becton Dickinson 349524
Biochrom F0435
Merck 1029130500
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Ethanol
FBS

Fluorescein Isothiocyanate (FITC)

Fluorescein (FITC)-conjugated

AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG + IgM

Gelatine

Hank's Balanced Salt Solution
Iscove’s Medium
Isopropanol

L-Glutamin
LIF-ESGRO®
Mercaptoethanol
Methanol

Mitomycin C

MTT

NaOH

Nichtessentielle Aminoséuren
Oncostatin M (human)
PBS mit C&'/Mg**

PBS ohne C&/Mg?*
Penicillin G
Penicillin/Streptomycin
p-Nitrophenol-Standard
Natriumazid

Tris

Triton X-100

Trypsin/ EDTA-L6sung (0,05 %/0,02 %)
VECTASHIELD® Mounting Medium
Vector® Red Alkaline Phosphatase

Substrate Kit

J.T. Baker
Biochrom
Sigma

Dianova

Fluka
Biochrom
Biochrom
J.T.Baker
Biochrom
Chemicon
Sigma
J.T. Baker
Serva
Sigma
Merck
Biochrom
Sigma
Biochrom
Biochrom
Sigma
Biochrom
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Biochrom
Vector

Vector

8228
S0115
F1628
115-095-068

48720
L2035
FO465
8119
K0283
ESG1107
M-7522
8047
29805
M 5655
106.482
K0293
0 9635
L1815
L1825
PEN-NA
A2213
N7760
S-2002
8382
93443
L2143
H-1000
SK-5100
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2.2.4 Zelllinien

Bezeichnung
ES Zellen (ES-D3)
STO Fibroblasten (STO)

Hersteller
ATCC
ATCC

Artikel-Nr.
CRL-1934
CRL-1503
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2.2.5 Rezepturen selbst hergestellter Lésungen

Gelatine
1 % Gelatine
gel6st in Aqua dd.
autoklaviert (121° C, 30 min, 100 kPa)
Lagerung bei 4° C

0,1 % Gelatine
geldst in Aqua dd.
autoklaviert (121° C, 30 min, 100 kPa)
Lagerung bei 4° C

TrisHCI (100 mM)
6 g Tris gel6stin 450 ml Aqua dd.
mit 1 M HCI auf pH 8,35 eingestellt
aufgefillt mit Aqua dd. auf 500 ml
Lagerung bei 4° C

HF (Hank’s Balanced Salt Solution + 2 % FBS)
2 % FBS (hitzeinaktiviert)
in HBSS
Lagerung bei 4° C

MTT-L6sung (5 mg/ml)
5 mg MTT
geldst in 1 ml PBS ohne EaMg?*
Lagerung bei -20° C

MTT-Desorb-L6sung
480 ml Isopropanol
20 ml HCI (1 N)
Lagerung bei Raumtemperatur

Fibronektin (0,02 mg/ml)
1 mg Bovines Fibronektin
geldst in 50 ml sterilem Aqua dd.
Lagerung bei -20° C

PBS Azid (0,05 %)
0,05 % Natriumazid
gelost in PBS ohne €#Mg?*

Lagerung bei 4° C
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2.3 Methoden
2.3.1 Zellkultur

2.3.1.1Zelllinien

Nach Erhalt der embryonalen Stammzellen D3 wurdéssed mit dem nachfolgend
beschriebenen Standard-Kulturmedium unter Zusata {000 U/ml LIF (Leukemia
Inhibitory Factor) vermehrt. Nach insgesamt neurssBgen wurden sie bis zu ihrer
Verwendung in Portionen von jeweils 5 x ®1@ellen pro Kryoréhrchen in fliissigem

Stickstoff gelagert.

2.3.1.2Kulturmedien fur die Kultivierung von ES Zellen und STO-Fibroblasten

Fur die Kultivierung von embryonalen StammzellerS (Zellen) und STO-Fibroblasten
wurden die nachfolgenden Kulturmedien verwendethd&wlelt sich dabei jeweils um Medien
fur die routinemaRige Kultivierung in ZellkulturBahen, um Einfriermedien fir die Lagerung
in flissigem Stickstoff sowie um Testmedien fur di€roliferations- und

Differenzierungstests. Als Ergebnis von in Zusamaneeit mit der Biochrom AG

durchgefuhrten Voruntersuchungen wurden abweiclvenad Protokoll des Embryonic Stem
Cell Test (Spielmann and Scholz, 1999) die in der Worgelegte Arbeit verwendeten
Kulturmedien fur ES Zellen mit dem Basismedium iscanstelle des Basismediums DMEM

hergestellt .

Standard-Kulturmedium fir embryonale Stammzellen
20 % FBS
2 mM Glutamin
50 U/ml Penicillin
50 pg/ml Streptomycin
1 % NAA
0,1 mM R-Mercaptoethanol

Iscove



22 Eigene Untersuchungen

Fur die routinemalige Kultivierung der embryonatammzellen in den Zellkulturflaschen
wurde dem Standard-Kulturmedium 1000 U/ml LIF zuenkinung der Differenzierung

zugesetzt.

Standard-Kulturmedium fiir STO-Fibroblasten
10 % FBS
4 mM Glutamin
50 U/ml Penicillin
50 pg/ml Streptomycin
DMEM

Einfriermedium fir ES Zellen
40 % FBS
2 mM Glutamin
50 U/ml Penicillin
50 pg/ml Streptomycin
1 % NAA
0,1 mM [-Mercaptoethanol
10 % DMSO

Iscove

Einfriermedium fur STO-Fibroblasten
20 % FBS
4 mM Glutamin
50 U/ml Penicillin
50 pg/ml Streptomycin
10 % DMSO
DMEM
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Testmedium fur Proliferations- und Differenzierunggests
15 % FBS
2 mM Glutamin
50 U/ml Penicillin
50 pg/ml Streptomycin
1 % NAA
0,1 mM [-Mercaptoethanol

Iscove

2.3.1.3Routinevorgange in der Zellkultur

Die im Folgenden beschriebenen Arbeitsschritte wwardbei der Kultivierung der
embryonalen Stammzellen bzw. der dfeeder Layer verwendeten STO-Fibroblasten
durchgefuhrt.

Einige dieser Kulturmethoden wurden in Vorversuchehihre Praktikabilitat und Eignung
fur ES Zellen untersucht. Die hier vorgestellterotBkolle beruhen demnach auf den
Erkenntnissen, die aus den Vorversuchen zur Optimieder Kulturbedingungen gewonnen

wurden (s. Kapitel 3.1).

Hitzeinaktivierung des Fetalen Bovinen Serums (FBS)
Das FBS ist ein Bestandteil des Kulturmediums. dtié@rembryonalen Stammzellen wurde es
fur 30 min bei 56° C im Wasserbad inaktiviert unasehlieRend sterilfiltriert. Bis zur

Verwendung wurde es portioniert bei -20° C gelagert

Beschichtung der ZellkulturgefalRe mit Gelatine

Die Anhaftung und das Wachstum von Zellen kann udie Beschichtung der
ZellkulturgefaRe mit Adhasionsfaktoren beeinflusstden. Fir einige der in der vorgelegten
Arbeit beschriebenen Arbeitsschritte wurden dielkéturgefal3e mit Gelatine beschichtet.
Die Beschichtung der Zellkulturflaschen erfolgtdeiamit 0,1 %iger Gelatine-Loésung tber 3
h im Brutschrank. Die fur die Durchfihrung der Heshtionstests verwendeten 96-Well-

Platten wurden mit 1 %iger Gelatineldsung (30ulIMVeEschichtet und fir mindestens 30
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min im Brutschrank inkubiert. Vor der Verwendungr deeschichteten ZellkulturgefalRe

wurden diese mit PBS mit €aMg®* gewaschen.

Brutschrank
Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem GMkubator (Heraeus) bei 37° C mit 7,5 %
CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit.

Zentrifugieren
Wenn nicht anders angegeben, wurden die Zellereinvinifuge (Heraeus, Rotor Cat. No.
2150) mit 900 rpm fur 10 min bei Raumtemperatutizemiert.

Auftauen der Zellen

Die Zellen wurden im Wasserbad bei 37° C rasch etafg. AnschlieRend wurde die
Zellsuspension in ein Zentrifugenréhrchen dberfihrh Verhaltnis 1:10 mit dem
entsprechenden Standard-Kulturmedium verdinnt entrifugiert. Nach dem Verwerfen des
Uberstandes wurden die Zellen in 10 ml des Standattirmediums (fir ES Zellen mit
1000 U/ml LIF) resuspendiert und in eine mit Gelatbeschichtete 25-érZellkulturflasche
Uberfuhrt.

Einfrieren der Zellen

Zum Einfrieren der Zellen wurden mit dem entsprecies Einfriermedium Zellsuspensionen
mit Zellkonzentrationen von 5 x 1@ellen/ml eingestellt. Nach Einbringen von jewsilsnl
Zellsuspension pro Kryoréhrchen wurden diese irfri&rboxen zunachst fur 24 h bei -80° C

gelagert, bevor sie in flissigen Stickstoff Gberfiturden.

Subkultivierungen der Zellen

Die Zellen wurden jeden zweiten bis dritten Tag kedtiviert (passagiert), um durch
Reduktion der Zellzahl die Zelldichte in der Zelkkwflasche innerhalb des tolerierten
Schwankungsbereichs zu halten.

Dafur wurde das Kulturmedium aus den Zellkultudlasn abgesaugt und die Zellen wurden
einmal mit 5 ml PBS ohne €#Mg?* gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen durch

Zugabe von 1 ml Trypsin von dem Boden der Zellktilische bei Raumtemperatur gelést.
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Nach Zugabe von 9 ml Routine-Kulturmedium zum Seypder Trypsinreaktion wurden die
Zellen vereinzelt durch mehrmaliges Ansaugen undbfasen mit der Pipette. Etwa ¥4 der
Zellsuspension wurde zentrifugiert, der Kulturmewsiiberstand abgegossen und die Zellen
resuspendiert in 10 ml des entsprechenden Routiiedediums (fur ES Zellen mit 1000
U/ml LIF). Die Zellen wurden anschlieBend in eineua 25-crfrZellkulturflasche
eingebracht und im Brutschrank kultiviert. Die Ragszahl der Zellen wurde mit jeder

Subkultivierung um 1 erhoht.

Inaktivierung der STO-Fibroblasten

Vor der Kultivierung der Stammzellen auf den ST®«Bblasten al$-eeder Layer mussen
die Fibroblasten inaktiviert werden, d.h. ihre MigeAktivitit muss irreversibel und
vollstandig gehemmt werden. Die in den hier vorgiieh Untersuchungen verwendeten
STO-Fibroblasten wurden durch Inkubation mit MitarmyC inaktiviert.

Vorbereitend wurden dazu die STO-Fibroblasten ircié-Zellkulturflaschen ausgesat, so
dass sie zum Zeitpunkt der Inaktivierung semikailuvorlagen. Fur die Inaktivierung
wurde das Mitomycin C mit Routine-Kulturmedium f&TO-Fibroblasten auf 10 pg/ml
eingestellt und anschlieBend sterilfiltriert (Tesfla, 2001). Von den STO-Fibroblasten
wurde das Kulturmedium entfernt und in jede detkZ#turflaschen 18 ml des Mitomycin C-
Mediums (MC-Medium) pipettiert. Anschlie3end erfig@lglie Inkubation der Zellen fir 4 h
im Brutschrank.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das MC-Mediuran den STO-Fibroblasten
abgesaugt und die Zellen wurden zweimal mit je 1®BS mit C&"/Mg** und einmal mit 15
ml PBS ohne C&/Mg*gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen trypdiniad die
Zellzahl der Zellsuspension unter Verwendung eMeubauer-Kammer bestimmt. Von den
inaktivierten Zellen wurden nach dem Zentrifugierend Resuspendieren in Kulturmedium
fur STO-Fibroblasten je 1,5 x 40Zellen in mit Gelatine beschichtete 25%m

Zellkulturflaschen tberfihrt.

Trennung der ES Zellen von den STO-Fibroblasten
Die direkte Co-Kultur von ES Zellen auf STO-Fibrasien erfordert bei dem Passagieren der

Stammzellen zuséatzliche Arbeitsschritte zur Tremndar beiden Zelllinien. Zur Separation
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wurde in der vorgelegten Arbeit die durch die ZeélRe bedingte hohere
Senkungsgeschwindigkeit der STO-Fibroblasten génutz

In Anlehnung an die von Oyamada (Oyamada et al96)l®eschriebene Methode zur
Trennung der Stammzellen von den STO-Fibroblasterdevdie Zellsuspension nach dem
Stoppen der Trypsinreaktion mit Kulturmedium und r&fezeln der Zellen in ein
Zentrifugenréhrchen Gberfihrt und dieses in einentidfugenréhrchenstander gestellt. Nach
5 min wurden vorsichtig 7,5 ml des Uberstandes sdiggt und in eine mit Gelatine
beschichtete 25-chzellkulturflasche eingebracht. Nach 20-minitigenkubation im
Brutschrank wurde der Uberstand aus der Zellku#sche vorsichtig abgenommen und in
ein Zentrifugenrbhrchen dberfihrt. Aus diesem ZAargenréhrchen wurde nun die
weitgehend von STO-Fibroblasten aufgereinigte Staetisuspension fur die jeweiligen

Untersuchungen enthommen.



Eigene Untersuchungen 27

2.3.2 Proliferations- und Differenzierungstests

Die Untersuchungen zum Proliferations- und Diffeierungsverhalten der embryonalen
Stammzellen wurden zunéchst nach dem von Spielrh@88 veroffentlichten Protokoll des
Embryonic Stem Cell Test (EST) durchgefuhrt (Spehn and Scholz, 1999). Nach den
Voruntersuchungen zur Verbesserung der Kulturbedliggn fur die ES Zellen wurde das
EST-Protokoll teilweise entsprechend den ErgebnigseKapitel 3.1) modifiziert.

Alle Proliferations- und Differenzierungstests weid mit unbehandeltem Kulturmedium
durchgefuhrt (unbehandelte Kontrolle). Zusatzlialiwden in dem 50-Passagen-Versuch eine
Negativkontrolle und eine Positivkontrolle mitgeftinAls Negativkontrolle diente Penicillin
G (Pen) in einer Konzentration von 1000 pug/ml (Bidm-Kontrolle). Als Positivkontrolle
wurde 5-Fluorouracil (FU) in einer Konzentrationnv®,025 pg/ml verwendet (Fluorouracil-
Kontrolle).

Alle aufgetauten Stammzellen wurden mittels eineml@tskontrolle auf ihre Eignung fur
die Durchfihrung des EST uberpruft. Dafir wurdebemeder unbehandelten Kontrolle (UK)
und der Negativkontrolle (1000 pg/ml Penicillin &gigende Konzentrationen 5-Fluorouracil
(0,015 pg/ml FU; 0,03 pg/ml FU; 0,045 pg/ml FU; ®@,ag/ml FU) als Positivkontrolle

untersucht.

2.3.2.1Proliferationstest

Die Proliferationstests wurden durchgefuhrt, um hobg wachstumshemmende oder —
fordernde Effekte verschiedener Faktoren (z.B. @&onzentration im Kulturmedium,

Hitzeinaktivierung des Serums) zu untersuchen. Paszip dieses Tests beruht auf der
Proliferation der Zellen im Kulturgefal® in LIF-fean Testmedium. Nach einer Kulturdauer

von 10 Tagen wird die Vitalitat der Zellen bestimmt

Fur den Proliferationstest wurden die ES Zellenhndem Trypsinieren und einmaligem
Waschen mit Kulturmedium auf eine Zellkonzentratimm 2,5 x 16 Zellen/ml Testmedium

der unbehandelten Kontrolle eingestellt. Von diegdtsuspension wurden jeweils 20 ul pro
Well in die entsprechenden Wells der gelatinebestbien 96-Well-Platten vorgelegt. Das
entspricht einer Zellzahl von 500 Zellen pro WelinschlieBend wurden 180 pl des
entsprechenden Testmediums (UK, Pen bzw. FU) inedisprechenden Wells pipettiert.

Abweichend von der im Kapitel 2.3.1.2 genannten adusiensetzung des Testmediums
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mussten fir die Negativ- und Positivkontrollen aersuchstag 0“ Testmedien mit der 1,1-
fachen Konzentration Pen bzw. FU verwendet werdemm die gewinschten

Endkonzentrationen in den Wells zu erreichen.

B B B B B B B B B B B B
B UK UK UK UK UK UK UK UK UK UK B
B Pen Pen Pen Pen Pen Pen Pen Pen Pen Pen B

FU FU FU FU FU FU FU FU FU FU

B 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 B
FU FU FU FU FU FU FU FU FU FU

B 0,045 | 0,045 | 0,045 | 0,045 | 0,045 | 0,045 | 0,045 | 0,045 | 0,045 | 0,045 B
FU FU FU FU FU FU FU FU FU FU

B 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 B
FU FU FU FU FU FU FU FU FU FU

B 0,015 | 0,015 | 0,015 | 0,015 | 0,015 | 0,015 | 0,015 | 0,015 | 0,015 | 0,015 B

Abb. 1: Pipettierschema

Beispielhaftes Pipettierschema fur den im RahmeereQualitatskontrolle der ES Zellen
durchgefuhrten Proliferationstest in einer 96-Wadlikulturplatte.

B: Blank (Leerwert), UK: unbehandelte Kontrolle,rPéenicillin G (1000 pug/ml); FU: 5-
Fluorouracil (Konzentrationsangaben in pg/ml).

Die 96-Well-Zellkulturplatten wurden dber 10 Tagea iBrutschrank kultiviert. An den
Versuchstagen 3 und 5 wurden Wechsel der Testmediemgefiihrt, indem nach Entfernen
der Testmedien jeweils 200 pl der entsprechendsoh&n Testmedien (mit den einfachen
Konzentrationen) pipettiert wurden.

Die Auswertung der Proliferationstests erfolgte aarsuchstag 10 mittels des MTT-
Vitalitatstests. Dieses Testprinzip beruht auf demsetzung des gelben Thiazol durch eine
mitochondriale Dehydrogenase lebender Zellen iruddaFormazan. Dazu wurden 20 pl
MTT-L6sung (5 mg/ml) in jedes Well pipettiert ungedellkulturplatten anschlie3end 5 min
auf dem Schattler fur Mikrotiterplatten vorsichtgeschuttelt. Nach 3 h Inkubation im
Brutschrank wurde das Kulturmedium aus den Platgfernt, 100 ul MTT-Desorb-Lésung
pro Well zugegeben und die Platten anschlieRend 1fiirmin auf dem Schattler fur

Mikrotiterplatten geschuittelt.



Eigene Untersuchungen 29

Die Messung der optischen Dichte des Reaktionsptedu(blaues Formazan) erfolgte im
Plattenphotometer bei einer Wellenlange von 570 mib der Software ,Revelation
QuickLink".

Fur die unbehandelte Kontrolle des Proliferatioststewird im EST Protokoll fur die
embryonalen Stammzellen D3, bezogen von der ATQC Referenzbereich der optischen

Dichte von 0,9-1,6 angegeben.

2.3.2.2Differenzierungstest

Durch die Kultivierung von zunachst undifferenzegrtStammezellen in dreidimensionalen
Zellaggregaten unter LIF-Entzug wird die Differegrzing dieser Zellen zu Herzmuskelzellen
gefordert. Durch Zugabe von Testsubstanzen zumuKu#dium kann deren Einfluss auf die
Differenzierung zu Herzmuskelzellen untersucht ward

Die Differenzierungstests wurden mit den gleichems®zen durchgefuhrt wie die
Proliferationstests. Fir jeden der Testansatze @#€, FU) wurde eine Zellsuspension in den
entsprechenden Testmedien mit einer Zellkonzeatration jeweils 3,75 x f0zellen/ml
eingestellt. Von diesen Zellsuspensionen wurderB@0Fropfen a 20 pl in die Deckel
bakteriologischer Petrischalen (10 cm Durchmesgesgtzt. Nach vorsichtigem Umdrehen
der Deckel wurden diese auf die mit PBS ohné'/®?* gefiillten Bdden der Petrischalen
aufgesetzt. Diese sog. ,Hangenden Tropfen* wurdmr @ Tage im Brutschrank inkubiert.
Am dritten Tag wurden die in den Hangenden Trogfes den Zellen gebildeten ,Embryoid
Bodies" mit jeweils 5 ml des entsprechenden Tesitomesl abgespult und in bakteriologische
Petrischalen (5 cm Durchmesser) Uberfiihrt. Diesgp&usionskulturen wurden weitere zwei
Tage im Brutschrank inkubiert.

Am flnften Tag erfolgte die Uberfiihrung der Embdy@odies in 24-Well-Zellkulturplatten.
Dazu wurden fir jeden Testansatz in die Wells eiRltte je 1 ml des Testmediums
vorgelegt und anschlie3end ein entsprechender EnasbBody pro Well eingesetzt. In den
folgenden funf Versuchstagen wurden die 24-Wellkidturplatten im Brutschrank
inkubiert.

An den Tagen 7 und 10 erfolgte unter dem Umkehmsikop die morphologische
Auswertung der Embryoid Body-Auswtichse. Die zu lrargkelzellen differenzierten Zellen

wurden auf Kontraktionen untersucht. Dabei wurdédimehnung an das EST-Protokoll nur
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das Ereignis ,Kontraktionen® gewertet, nicht jedoche GroRe der Kontraktionen

aufweisenden Areale.

In dem EST Protokoll wurde als Qualitatskriteriurastfelegt, dass die unbehandelten
Kontrolle eines Differenzierungstests in mindeste2ts von 24 Wells kontrahierende

Herzmuskelzellen aufweisen muss.
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Versuchstag 0:
Hiangende Tropfen (750 ES Zellen/20 ul Zellsuspension)

INK.J\.J\.JK.J\.J‘I

Versuchstag 1-3:
Bildung von Zellaggregaten (Embryoid Bodies)

Versuchstag 3-5:
Embryoid Bodies in Suspensionskultur
(bakteriologische Petrischale)

| & - - - - - |

Versuchstag 5-10:
Embryoid Bodies in Adhdsionskultur
(24-Well-Zellkulturplatte)

Abb. 2: Durchfiihrung des Differenzierungstests
Schematische Darstellung der Kultivierung von ES
Zellen im Differenzierungstest
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2.3.3 Untersuchungen zu den Kulturbedingungen

Die Untersuchungen zu den Kulturbedingungen vonrgomalen Stammzellen wurden auf
der Grundlage der eben beschriebenen Proliferations Differenzierungstests durchgefihrt.
Dabei wurde der Einfluss der Serumkonzentration aig¢ Proliferation und die

Differenzierung der embryonalen Stammzellen in mindnzentrationsbereich von 5 — 30 %
untersucht. Aul3erdem wurde der Einfluss von unbadiéeam und hitzeinaktiviertem FBS in

Konzentrationsbereichen von 10 — 20 % untersucht.

2.3.4 Methoden zur Beurteilung des undifferenzierten Stais der ES Zellen

Undifferenzierte embryonale Stammzellen der Mausd skleine runde Zellen, die
typischerweise in dreidimensionalen Kolonien waohs&ul3erdem exprimieren sie u.a. das
Oberflachenantigen stage-specific embryonic antiggisSEA-1) und weisen eine hohe
Alkalische Phosphatase-Aktivitat (AP-Aktivitat) auf

Um den undifferenzierten Zustand der Stammzellerhrer@ ihrer Kultivierung zu
Uberprufen, wurden die ES Zellen in der hier voirglien Arbeit neben der morphologischen
Beurteilung auch mit verschiedenen Methoden ausedieeiden Marker (SSEA-1 und AP-

Aktivitat) untersucht.

2.3.4.1Morphologische Untersuchung

Die Beurteilung der Kolonieform und —dichte sowier dMorphologie der ES Zellen in den
Zellkulturflaschen erfolgte mithilfe des Umkehrmokkops (bei 25- bis 100-facher
Vergrol3erung).

2.3.4.2Immunzytochemische und zytochemische Untersuchungen

Vorversuche
Um die Stammzellen mit zytochemischen bzw. immuoadyemischen Methoden auf SSEA-1
und Alkalische Phosphatase-Aktivitat untersuchenkédanen, war eine Kultivierung der

Zellen auf speziellen Objekttragern mit Kammeratzf¢&ulture Slides) erforderlich.

Vorbereitend wurden zahlreiche methodische Unténsogen durchgefihrt, in denen die pro

Flache einzusetzende Zellzahl, die VerkirzungerAadiaftdauer der Zellen zur Vermeidung
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einer Ubermafigen Koloniebildung, die Beschichtdeg Culture Slides mit verschiedenen
Adhasionsfaktoren fir eine verbesserte Anhaftungr deellen und verschiedene
Fixierungsmethoden Uberprift wurden. Dabei stellsgeh die Beschichtung der Culture
Slides mit Fibronektin und die Fixierung der ZellarMethanol/Aceton im Verhaltnis 7:3 als
am besten geeignete Methoden heraus.

AulRerdem wurden in den Voruntersuchungen zum Nashwler SSEA-1-Expression
verschiedene Verdinnungsstufen und Inkubationszdige beiden Antikdrper (Anti-SSEA-1
und FITC-konjugierter sekundarer Antikorper) untetst. Zur Kontrolle der Spezifitat dieser
Farbung wurden Fibroblasten, die kein SSEA-1 exigriem, mit diesen Antikdrpern inkubiert
und untersucht. Dartber hinaus wurden Negativktiatrodurchgefiihrt, bei denen die
Stammzellen nur mit dem sekundéaren Antikorper imatbwvurden, um eine unspezifische
Bindung dieses Antikérpers auszuschliel3en.

Die Voruntersuchungen zum Nachweis der Alkalisclitrosphatase-Aktivitat umfassten
verschiedene Inkubationszeiten der Substratlosung. ldie mehrfache Inkubation mit
Substrat und die Moglichkeit der Verstarkung darofészenz durch Inkubation der Zellen
mit Ethanol nach den Farbeschritten. Auch diesehbti# wurde mit Fibroblasten als

Negativ-Kontrolle durchgefuhrt und erwies sich gpezifisch fir embryonale Stammzellen.

Vorbereitung der immunzytochemischen und zytochem@hen Untersuchungen

Zur Beschichtung wurden 225 ul Fibronektin (0,02/miy in jede Kammer der Culture
Slides eingebracht und diese Uber Nacht unter ggilesy Werkbank luftgetrocknet. Am
nachsten Tag wurden von allen Anséatzen (A-F) Zsfisusionen mit einer Zellzahl von 4 x
10> Zellen/ml in dem entsprechenden Kulturmedium @emzelllinie bzw. Versuchsansatz)
hergestellt. Von jeder der Zellsuspensionen wurdel In eine Kammer der Culture Slides
pipettiert (fur die Negativkontrolle in eine wekeKammer 1 ml der Zellsuspension des
Ansatzes A mit 1000 U/ml LIF) und die Culture Skd&ir 5 h im Brutschrank inkubiert.
Danach wurden die Zellen einmal fir 5 min in PBSt @& /Mg>* gewaschen und
anschlieBend tdber 10 min in Methanol/Aceton (74)-B0° C fixiert. Vor der Farbung der
Zellen wurden diese mindestens einen Tag bei Ranparatur luftgetrocknet.
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Immunzytochemische Untersuchung auf die Expressionon SSEA-1
Die Untersuchung der Stammzellen auf die Expressmm SSEA-1 erfolgt mittels eines
monoklonalen primaren Antikorpers (MC-480, Anti-SSE, Developmental Studies
Hybridoma Bank, lowa) in Verbindung mit einem Floohrom-konjugierten sekundaren
Antikorper (FITC-konjugated Goat anti-mouse 1gG dg, Dianova).

Zur Vorbereitung der Farbung wurden die Kammerdaésder Culture Slides abgenommen
und die Zellen zweimal fir 5 min mit PBS ohne?Wdg®* rehydriert. Nach 1:100
Verdiinnung des priméren Antikdrpers mit 3 % BSARBS mit CA/Mg®") wurden jeweils
50 ul auf die Zellen (auRBer Negativkontrolle) aligeht. Auf die Zellen der
Negativkontrolle wurden 50 pl BSA (3 % in PBS m#’@Mg®") pipettiert. Die Inkubation
erfolgte Uber Nacht bei 4° C in der feuchten Kammer

Am darauf folgenden Tag wurden die Zellen zweinial 5 min mit PBS ohne GiMg?
gewaschen. AnschlieRend wurden je 50 ul des sekemd¥éntikérpers (verdinnt 1:50 mit 3
% BSA in PBS mit CA/Mg®") auf jedes Feld der Objekttrager pipettiert. Didubation
erfolgte bei Raumtemperatur in der feuchten Kamiaber 2 h (dunkel). Nach der Inkubation
wurden die Zellen dreimal 5 min in PBS ohné@dg®* gewaschen. AnschlieBend wurde auf
jedes Feld des Objekttragers ein Tropfen Mountiredidm pipettiert. Nach Abdeckung mit
Deckglaschen wurden die Objekttrager bis zur mikapsschen Auswertung (am gleichen
Tag) kahl und dunkel aufbewahrt.

Zytochemische Untersuchung auf Alkalische Phosphase-Aktivitat

Fur die Untersuchung auf die Alkalische Phosphatddiitat der Zellen wurde das

»Alkaline Phosphatase Substrate Kit I* (Vector) wendet. Die Aktivitdt des Enzyms wird

dabei durch einen Substratumsatz, welcher mit eifanbumschlag nach Rot einhergeht,
sichtbar gemacht. Diese Rotfarbung der Stammzelmsowohl unter dem Lichtmikroskop

als auch unter dem Fluoreszenzmikroskop darstellbar

Zur Vorbereitung der Farbung wurden die Zellenderi Culture Slides zweimal fr 5 min in
TrisHCI gewaschen.
Die Arbeitslosung des Alkaline Phosphatase Sulesk#tl wurde direkt vor Gebrauch nach

Herstellerangaben angesetzt. Von dieser Arbeitsthsuwrden jeweils 300 ul auf die Felder
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der Culture Slides pipettiert und die Zellen beuR&emperatur fir 30 min in der feuchten
Kammer (dunkel) inkubiert. AnschlieRend wurden diellen einmal 5 min mit TrisHCI
gewaschen und einmal fur 10 sec in Aqua dest. getadur Verstarkung der Fluoreszenz
wurden in jede Kammer 1,5 ml Ethanol (100 %) pipett Nach 2 min Inkubation (RT)
wurde der Ethanol abgegossen, die Kammeraufsagedsb und auf jedes Feld ein Tropfen
Mounting Medium pipettiert. Nach Abdeckung mit Dgtédschen wurden die Objekttrager
bis zur Auswertung (am gleichen Tag) kihl und duiskébewahrt.

Auswertung der immunzytochemischen und zytochemis@mn Untersuchungen

Die Auswertung erfolgte durch Beurteilung der Zellend ihrer Farbung mit dem
Photomikroskop (Axiophot, Zeiss) bei 400-facher féfierung. Dieses Mikroskop
ermdglicht durch die integrierte Fluoreszenzeirtuoly neben der lichtmikroskopischen auch
die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung dde#el

Fur die software-gestitzte Auswertung der Zellenrdeo mit der an das Mikroskop
angeschlossenen CCD Color Camera (Sony) Aufnahreeracht und diese mit der Software
Scion Image® weiter bearbeitet.

Da bei ES Zellen im Gegensatz zu Gewebeschnittemt non einer bestimmten Zelldichte
pro Bildausschnitt ausgegangen werden kann, mdgstdie geplante Quantifizierung der
Fluoreszenz zunachst die Fluoreszenz mit der ,netled bewachsenen Flache® ins
Verhéaltnis gesetzt werden. Von jedem Bildausschwitirde sowohl ein Foto mit dem
Fluoreszenzmikroskop als auch unter lichtmikroskopen Bedingungen aufgenommen. Die
lichtmikroskopischen Bilder zeigten dabei alle BndBildausschnitt vorhandenen Zellen und
erlaubten so eine Beurteilung der ,bewachsenenhBfapro Bildausschnitt. Die mit dem
Fluoreszenzmikroskop aufgenommenen Fotos zeigtegeben nur die fluoreszierenden und
somit SSEA-1- bzw. AP-positiven Zellen.

Um Unterschiede in den Farbungen objektiv beunegle kbnnen, wurde mit einer software-
gestitzten Auswertungsmethode anhand des lichtskkpmischen Fotos ein Zahlenwert
entsprechend der bewachsenen Flache ermittelt.

Der ebenfalls mit dieser Software anhand des mim d&luoreszenzmikroskops
aufgenommenen Bildes berechnete Zahlenwert fur igoreszenz konnte nun zur

.pbewachsenen Flache" des Bildausschnittes ins \teib&@esetzt werden.
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Abb. 3: Auswertung der immunzytochemischen bzw. zytochemischen

Unter suchungen

Beispiel fur die Auswertung der embryonalen Stammzellen (ES Zellen) nach
immunzytochemischer Farbung gegen SSEA-1 mit der Software
Scionimage®.

I: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der ES Zellen nach Inkubation mit
Anti-SSEA-1 und FITC-gekoppeltem sekundaren Antikorper;

[I: Lichtmikroskopische Aufnahme des in Abb. | gezeigten Bildausschnitts;
[ll: Entspricht der Abb. | nach Umwandlung in ein Schwarz-Weif3-Bild

IV: Allen auf dem lichtmikroskopischen Bild (Il) sichtbaren Zellen wurde der
Wert ,schwarz” zugeordnet.
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2.3.4.3Durchflusszytometrische Untersuchungen

Vorversuche

Zur Etablierung des Protokolls fur die Durchfuhrunger immunzytochemischen
Untersuchung der Zellen auf SSEA-1 wurden vers@med Verdinnungsstufen und
Inkubationszeiten des priméaren (MC-480, Anti-SSBA+#td sekundaren Antikorpers (FITC-
conjugated Goat Anti-Mouse) untersucht. Dartberatén wurden Negativkontrollen
durchgefuhrt, bei denen die Stammzellen nur mit derkundaren Antikorper inkubiert
wurden, um eine unspezifische Bindung dieses A& auszuschliel3en.

In weiteren Vorversuchen wurde die Moglichkeit déarkirzung des Protokolls durch die
direkte Markierung des monoklonalen primaren Anggis (MC-480) mit Fluorescein-
Isothiocyanat (FITC) untersucht. Nachdem die Eigndieses FITC-gekoppelten SSEA-1-
Antikdrpers nachgewiesen werden konnte, wurde digseden durchflusszytometrischen
Untersuchungen wéhrend der Hauptstudie verwendet.

Die durchflusszytometrischen Untersuchungen aufaidkhe Phosphatase-Aktivitat (AP-
Aktivitat) wurde mit dem auch fur die zytochemisoHégntersuchungen verwendeten Alkaline
Phosphatase Substrate Kit (Vector) durchgefuhrt. dié@ Etablierung des Protokolls zur
FACScan-Analyse der Zellen auf AP-Aktivitat wurden Vorversuchen verschiedene
Inkubationszeiten (1 x bzw. 2 x 30 min) und Mengen Substratlésung und die Méglichkeit
der Verstarkung der Fluoreszenz durch Ethanol satét. Die zweifache Inkubation der
Zellen mit Substratldsung mit anschliel3ender kutakubation mit Ethanol erwies sich als
am besten geeignete Methode und wurde daher ddititge

Untersuchung der ES Zellen auf die Expression vonSEA-1

Fur die Durchfuhrung der FACScan-Analyse auf dieprégsion von SSEA-1 der
Stammzellen wurden von jedem Ansatz 3 X Z@llen zentrifugiert. Nach Absaugen des
Uberstandes wurden die Zellpellets in jeweils 1)3Hf (Hank’'s Balanced Salt Solution mit
2 % FBS) resuspendiert. Fur jeden Ansatz wurdefe idrei FACS-Réhrchen (Dreifach-
Bestimmung) 10 ul des FITC-markierten SSEA-1-Antdgis (verdinnt mit Cellwash auf
einen 1gG-Gehalt von ca. 4 pg/ml) vorgelegt. Vom @ellsuspensionen der verschiedenen

Ansatze wurden nun je 100 ul in die FACS-Rohrchigretpert. Fur die Negativkontrollen
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wurden von jeder Zellsuspension 100 pul in je eirCBARGhrchen ohne Antikorper pipettiert.
Die Inkubation erfolgte bei 4° C im Dunkeln tber. 1h

Nach dieser Zeit wurden die Zellen einmal mit 2RBIS Azid (0,05 %) gewaschen und nach
dem Zentrifugieren in 500 pul PBS Azid resuspendi@rtschlie3end erfolgte die Messung
von jeweils 30000 Zellen im FACScan (Becton Dickink zur Ermittlung des Anteils der
SSEA-1-positiven Zellen.

Untersuchung der ES Zellen auf Alkalische Phosphatse-Aktivitat

Fur die Durchfuhrung der FACScan Analyse auf dikalsche Phosphatase-Aktivitat
wurden von jedem Ansatz 2 x %@ellen zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstande
wurden die Zellpellets in jeweils 4 ml HF (Hank’salBnced Salt Solution + 2 % FBS)
resuspendiert.

Fir jeden Ansatz wurden in vier FACS-ROhrchen (fadki-Bestimmung und
Negativkontrolle) je 500 pl Zellsuspension pipettieund die Zellen anschlieRend
zentrifugiert. Nach Abkippen des Uberstandes wurdienZellen in jeweils 700 pl frisch
angesetzter Substratlosung (Vector Red Alkaline pBhatase Substate Kit, nach
Herstellerangaben) bzw. die Zellen der Negativiai@n in 700 pl HF resuspendiert.
Anschliel3end wurden die Zellen Gber 30 min im Dumkei Raumtemperatur inkubiert.

Nach der Inkubation wurden die Zellen einmal zé&mgiert und erneut in je 700 ul frisch
angesetzter Substratlosung (bzw. die Negativkdetrah je 700 ul HF) resuspendiert. Nach
der zweiten Inkubation (30 min im Dunkeln bei Raemperatur) wurden die Zellen
zentrifugiert und zur Verstarkung der Fluoreszengi300 pl Ethanol (100 %) resuspendiert.
Nach 2 min wurden die Zellen mit jeweils 4 ml HRagschen und nach dem Zentrifugieren
in jeweils 500 pl HF resuspendiert.

Die Messung von jeweils 30000 Zellen erfolgte imG3can zur Ermittlung des Anteils der
Zellen mit alkalischer Phosphatase-Aktivitat.

Auswertung der durchflusszytometrischen Untersuchugen

Die Auswertung der FACScan-Analysen wurde mithiffer WinList®-Software (Verity
Software House Inc.,, Topsham, Me, USA) durchgefuhBafir wurden die
Fluoreszenzintensitaten auf der Abzisse gegen diizahlen auf der Ordinate in

Histogrammen aufgetragen. Eine ,Region* als defteieAusschnitt eines Histogramms dient
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zur Z&hlung der Population innerhalb dieser Reditia.Bestimmung der Anteile der SSEA-
1- bzw. AP-positiven Zellen eines Ansatzes erfolgitets im Vergleich zu der
Negativkontrolle des entsprechenden Ansatzes. BgdRen wurden dabei so gewahlt, dass
99 % der Zellen der jeweiligen Negativkontrolle geschlossen waren. Der Anteil der Zellen
eines Ansatzes, der innerhalb der entsprechendgiorRiag, wurde als SSEA-1-positiv bzw.
AP-positiv bewertet.

Negativkontrolle Oncostatin M

R=1%

Zellzahl
Zellzahl

SSEA-1 SSEA-1

Abb. 4: Auswertung der durchflusszytometrischen Unérsuchungen

Beispiel einer Auswertung der durchflusszytomebést Untersuchungen, hier am Beispiel
der im Rahmen der Hauptstudie mit Oncostatin Mikieitten ES Zellen nach 32 Passagen.

Als Negativkontrolle wurden die ohne Antikorper ulkerten ES Zellen des gleichen
Ansatzes verwendet.

2.3.4.4Enzym-Aktivitatstest auf Alkalische Phosphatase-Akititat

Diese Untersuchung wurde in Anlehnung an die vomd&aa (Zandstra et al., 2000)
beschriebene Methode zur photometrischen Bestimmaerg Alkalischen Phosphatase-
Aktivitat durchgefinhrt.

Nach einmaligem Waschen der Zellen mit 7 ml HF (FsrBalanced Salt Solution + 2 %
FBS) wurden fir jeden Ansatz 2 x °1@ellen zentrifugiert und nach Absaugen des
Uberstandes die Zellpellets in je 200 pl HF resodiwet. Nach Uberfihren der
Zellsuspensionen in Eppendorf-Reaktionsgefalie wudie Zellen fir 2 min mit 2000 rpm
(Biofuge, Heraeus, Rotor Cat. No. 1378) zentrifagi@nschlieRend wurde der Uberstand
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abgenommen und die Zellpellets in je 12 pl HF rpsodiert. Nach dem Vorlegen von 10 pl
Triton-X (0,05 % in PBS ohne €&#Mg®*") pro Well in die Wells einer 96-Well-
Zellkulturplatte wurden fur die Dreifachbestimmuahgy Ansatze je 2 ul der Zellsuspensionen
in jeweils 3 Wells eingebracht und die Platte aheBend 5 min mit dem Schiittler fur
Mikrotiterplatten geschuittelt.

Nun wurden von der Substratlosung (Alkaline Phoss®aYellow (pNPP) Liquid for ELISA,
Sigma) jeweils 138 ul in die mit Triton-X und Zellebestickten Wells pipettiert. Zur
Messung der Leerwerte (Blanks) wurden in 3 Wellsejés 10 pl Triton-X und 140 pl
Substratldsung eingebracht.

Die Messungen der optischen Dichten des gelbentR®eakroduktes p-Nitrophenol erfolgten
direkt im Anschlul? im Plattenphotometer (Dynex) éigier Wellenlange von 405 nm tber 20

min im Abstand von 1 min.

2.3.5 Hauptstudie

Embryonale Stammzellen der Zelllinie D3 wurden mirschiedenen Methoden zur
Differenzierungshemmung tGber einen Zeitraum vorP&8sagen kultiviert. Dazu wurden die

folgenden Ansatze gewabhilt:

A: 1000 U/ml LIF (Leukemia Inhibitory Factor)

B: 2000 U/ml LIF

C: 20 ng/ml OsM (Oncostatin M)

D: ohne differenzierungshemmenden Zusatz (= Positontrolle)
E: auf STO-Feeder Layer

F: auf STO-Feeder Layer + 1000 U/ml LIF

Uber den Versuchszeitraum wurden die Zellen nagérjéinften Passage auf ihre Alkalische
Phosphatase-Aktivitat und die Expression von SSEAntersucht. Die Untersuchungen
umfassten die  FACScan-Analysen, zytochemische  undimuinzytochemische

Untersuchungen der Zellen und den photometrischeausrteten Enzym-Aktivitatstest. Die
Untersuchung des Proliferations- und Differenziggpotentials der Zellen wurde unter

Kontrollbedingungen (unbehandelte Kontrolle, UKdwmter dem Einfluss von 1000 pg/ml
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Penicillin G (Pen) als Negativkontrolle bzw. 0,035g/ml 5-Fluorouracil (FU) als
Positivkontrolle vorgenommen. Aufgrund der Prakbikgat wurden die verschiedenen
Auswertungsmethoden zeitversetzt (bei verschiedétessagen) durchgefiihrt, jedoch stets

im Abstand von funf Passagen.

2.3.5.1Vorbereitung der ES Zellen

Fur diese Versuchsreihe wurden ES Zellen aus tderdsggenen Reserve aufgetaut, die bereits
neun Mal passagiert worden waren. Diese Stammzelemlen nach dem Auftauen und
Subkultivieren tGber zwei Passagen (unter Supplaerenty des Standard-Kulturmediums mit
1000 U/ml Leukemia Inhibitory Factor) in einer Qtétlskontrolle auf ihre Eignung zur
Durchfiuhrung der Versuchsreihe Uberprift. Daflr demr das Proliferations- und
Differenzierungsverhalten der ES Zellen (Durchfifgu s. Proliferations- und
Differenzierungstest Kapitel 2.3.2) unter dem Eisfl steigender Konzentrationen 5-
Fluorouracil untersucht.

Wahrend dieser Qualitatskontrolle wurden die Zellerder Zellkulturflasche tUber weitere
vier Passagen kultiviert. Die ES Zellen waren dechrizei Beginn der Hauptstudie schon in
Passage 16.

Am Versuchstag 0 der Hauptstudie wurden die Zetl@nErmittlung der Ausgangssituation
mit den beschriebenen Methoden untersucht. Ab aiéseg wurden die aus einer Population
stammenden embryonalen Stammzellen unter den vedsrien Kulturbedingungen
(Ansatze A-F) kultiviert. Die im Folgenden angegede Bezeichnungen der Passagen der
Hauptstudie gelten ab dem ersten Tag der Auswetnddeginnen als Passage 0.

2.3.5.2Subkultivierung der ES Zellen

Die Kultivierung der Zellen der Hauptstudie erf@gtn Routine-Kulturmedium fur
Stammzellen, dem entsprechend fir die verschied@&msétze 1000 bzw. 2000 U/ml LIF
(Ansatz A, F bzw. B) bzw. 20 ng/ml Oncostatin M gatz C) zugesetzt wurden.

Uber den Zeitraum der Studie wurden die Zellen\dschiedenen Ansatze jeden zweiten
Tag passagiert. Das Passagieren erfolgte gruni$atmbch der bereits beschriebenen
Methode (s. Kapitel 2.3.1.3). Abweichungen von eims Protokoll bei den fur die

Hauptstudie subkultivierten Zellen sind im Folgem#éerz dargestellt.
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Ansétze ohne~eeder Layer (A-D):

Fur die neuen 25-chzellkulturflaschen wurden von jedem Ansatz 4 X ES Zellen
zentrifugiert und in jeweils 10 ml des entsprectendlediums (mit LIF bzw. OsM bzw.
ohne differenzierungshemmenden Zusatz) resuspéndier

Fur die Durchfihrung der Auswertungen wurde die di@ jeweilige Auswertungsmethode

bendtigte Anzahl der Zellen zentrifugiert.

Ansatze aufFeeder Layer (E-F):

Fur die Trennung der Stammzellen von den inaktiererSTO-Fibroblasten wurde das im
Kapitel 2.3.1.3 beschriebene Trennverfahren dufcinge bevor die Stammzellen auf die
neuenFeeder Layer gesetzt bzw. fur die Auswertungen verwendet wurden

Fur die weitere Kultivierung wurden nach dem erstérennungsschritt (5 min im
Zentrifugenréhrchen) jeweils 4 x &S Zellen zentrifugiert und anschlieBend in 10des
entsprechenden Kulturmediums (Ansatz E: ohne e@iffBerungshemmenden Zusatz bzw.
Ansatz F: mit 1000 U/ml LIF) resuspendiert. Nachrb&reitung der frischeReeder Layer
(Absaugen des Kulturmediums und Waschen der Zelie®PBS mit Ca’/Mg?") wurden die
Stammzellsuspensionen vorsichtig in diese Zellkfitachen eingebracht.

Fur die Auswertungen wurden die Zellen aus den &thaden nach der Anhaftphase im
Brutschrank (20 min in gelatinebeschichteten Zdiikflaschen) verwendet. Je nach
Auswertungsmethode wurde die bendétigte Anzahl éded zentrifugiert.

Die weiteren Arbeitsschritte wurden je nach Auswegsmethode wie dort beschrieben
durchgefuhrt.

2.3.6 Statistische Verfahren

Die Auswertung der in der vorliegenden Arbeit eryodén Daten erfolgte mithilfe der
Software SPSS® Version 12.0 (SPSS Inc., Chicago).

In der Arbeit wurden die Variablen optische Dichsgwohl absolut als auch relativ,
Zellzahlen, Anteil der Wells mit kontrahierendenréfiamyozyten und Anteil von SSEA-1

bzw. AP-positiven Zellen ausgewertet.
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Fur die Proliferationstests wurden die Mittelwert8fandardabweichungen und 95%-
Konfidentintervalle der Variablen optische Dichte den Untersuchungsgruppen bestimmt.
Beim Vergleich von zwei Versuchsansatzen wurde defest durchgefinhrt.
Mehrfachvergleiche (mehrere Behandlungsgruppen)olgteih mittels ANOVA mit
nachfolgendem Test nach Tamhane (da Varianzgleichiient vorausgesetzt werden
konnte). Als Signifikanzniveau fur alle Analysenndan 5 % festgelegt.

Um die Ergebnisse unabhangig voneinander durchgefluProliferationstests trotz der in
biologischen Systemen auftretenden Schwankunges \(¢iechstums der Zellen und damit
der optischen Dichten) zusammenfassen oder vehgieicu kénnen, wurde in Abb. 8 die
relative Darstellungsform gewahlt. Bei der relativi@arstellung der optischen Dichten wurde
jeweils der Mittelwert der absoluten Werte der sgiien Dichte fur die unbehandelten
Kontrolle als 100 % festgesetzt und die absolutegrtéVder Penicillin- und Fluorouracil-
Kontrollen dazu ins Verhaltnis gesetzt.

Die Auswertung der auf dichotomen Variablen (jaap&ntworten) basierenden
Differenzierungstests erfolgte durghTests (bzw. durch den exakten Test nach Fishemwe
in den 2x2-Tabellen eine Zelle eine Haufigkeit erihielt).

Die durchflusszytometrischen Untersuchungen wuifdierdie statistische Analyse auch als
dichotome Variablen interpretiert. Im Versuchsanssitvon 3 Wiederholungen ausgegangen
worden. Daher ergibt sich ein Stichprobenumfangeoter Gruppe von 90000 Zellen (3x
30000), der jeweils in deyf-Test einging.

Bei der photometrischen Bestimmung der AlkaliscRéosphatase-Aktivitdt wurden jeweils
Dreifachbestimmungen durchgefiihrt. In die Darstajlging jeweils der mittlere gemessene
Wert (Median) ein. Da ein statistischer Test auf Basis n=3 nicht sinnvoll ist, wurde an
dieser Stelle darauf verzichtet. Gleiches gilt audéih die immunzytochemische bzw.

zytochemische Auswertung der SSEA-1-ExpressionARd\ktivitat.





