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4 Diskussion

Im Rahmen der zukiinftigen Chemikalienpolitik wirdaudie nachtragliche Uberpriifung
bereits zugelassener Substanzen auf ihr embryeoteess Potential gefordert. Da die
routinemanig durchgefihrten vivo Tests zeit- und kostenintensiv sind und eine hohzaAl
von Versuchstieren erfordern, besteht grol3er Beatader Entwicklung und Validierung von
Alternativmethoden fur Tierversuche.

Der Embryonic Stem Cell Test (EST) (Spielmann anodo®, 1999) wird als ersten vitro
Embryotoxizitatstest ausschliel3lich mit permanerfeifilinien durchgefihrt und ist damit
unabhangig von Versuchstieren.

Im EST kann das embryotoxische Potential einersibstanz anhand ihrer Effekte auf die
Proliferation und die Differenzierung undifferenzeg embryonaler Stammzellen der
Zelllinie D3 und auf das Wachstum differenziertezll@n (3T3-Fibroblasten) abgeschatzt

werden.

Embryonale Stammzellen zeichnen sich durch ihregkéh zur Selbsterneuerung und durch
ihre Pluripotenz aus, d.h. sie sind zum einen nahazbegrenzt vermehrungsfahig und
kbnnen sich zum anderen in die somatischen Zelitygker drei Keimblatter differenzieren
(Suda et al., 1987; Wobus and Kaomei Guan, 1998).B% Zellen in dem undifferenzierten
Zustand kultivieren zu koénnen, muss ihre Differenzing unterdriickt werden. Das ist z.B.
durch die gemeinsame Kultivierung der Stammzellénsog. Feeder Layer (primére Zellen
oder permanente Zelllinien, die differenzierungshmde Faktoren produzieren) oder die
Supplementierung des Kulturmediums mit Substandeneine differenzierungshemmende
Aktivitat besitzen, moglich. Das Protokoll des Egdmic Stem Cell Test schreibt fur die
Hemmung der Differenzierung die Kultivierung deai@mzellen bis zum Testbeginn unter
dem Einfluss von 1000 U/ml LIF (Leukemia Inhibitdfgactor) vor.

Trotz Differenzierungshemmung kann es jedoch beitiKerung von ES Zellen mit
zunehmenden Passagezahlen zu Veranderungen dpopg#ition kommen, die z.B. auf

einem steigenden Anteil differenzierter Zellen @r @opulation beruhen.

In der hier vorgestellten Studie wurde zum einengirmanente Stammzelllinie D3 mit dem

Ziel untersucht, eine geeignete und praktikable IMtgeit zur Differenzierungshemmung
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dieser Zellen zu bestimmen. Dabei sollte auch hacigzeitkultivierung der Stammzellen ihr
Differenzierungspotential zu Herzmuskelzellen g@drableiben. Zum anderen sollten die sog.
Stammzell-Marker SSEA-1 und Alkalische Phosphatsigesitat auf ihre Eignung fur die
Beurteilung der Stammzellen auf ihren undiffererteie Status hin tGberprift werden. Dafur
wurde die Korrelation der Alkalischen Phosphatakévitat bzw. der SSEA-1-Expression
mit dem Potential der Zellpopulationen, zu Herznalidlen zu differenzieren, bewertet. Um
die ES Zellen in der Hauptstudie unter mdglichstimalen Bedingungen zu kultivieren,
wurden zunachst in Voruntersuchungen die Einflusder Zusammensetzung des
Kulturmediums auf die Proliferation und die Diffamerung Uberpruft und die
Kulturbedingungen entsprechend variiert.

4.1 Voruntersuchungen

4.1.1 Serumkonzentration und Hitzeinaktivierung des Seruns

Der Einfluss verschiedener Faktoren auf das Wanohaind die Differenzierung von ES
Zellen wurde untersucht, um durch Optimierung deulti¢bedingungen fir die
empfindlichen embryonalen Stammzellen eine Stadiling des Kultursystems zu erreichen.
Da Serum aufgrund seiner undefinierten Zusammeumsgtdie vollstandige Standardisierung
der Kulturbedingungen fiur Zellen verhindert, windgastrebt, auf Serum als Bestandteil des
Kulturmediums zu verzichten. Es ist allerdings besben, dass die Routine-Kultur
undifferenzierter ES Zellen unter serumfreien Bgdimgen ohné&eeder Layer auch bei LIF-
Zugabe nicht erfolgreich ist. Im Serum enthalterssv.ovom Feeder Layer freigesetzte
Faktoren sind fur den Erhalt des undifferenzierfarstandes der Stammzellen unbedingt
erforderlich (Yamane et al., 2005; Ying et al., 200

In vielen Studien (Cui et al., 2004; Fijnvandraiaalk, 2003; Gajovic et al., 1998; Strubing et
al., 1995b) und auch im Protokoll des EST (Spielmamd Scholz, 1999) wird den
Kulturmedien fir Stammzellen 20 % fetales bovinesus$ zugefuigt. Vor der Verwendung
einer Serumcharge ist diese stets auf ihre Eigfiindie Kultivierung der im eigenen Labor

verwendeten Stammzelllinie zu Gberprifen (Tessarab01l).

Bei der Untersuchung verschiedener Serumkonzemeti in der hier vorgelegten Arbeit

zeigten die Proliferationsraten der ES Zellen intetsuchten Konzentrationsbereich von 5 -
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30 % eine proportionale Abh&ngigkeit zur Serumkotrztion. Ein toxischer Effekt der

hohen Serumkonzentrationen trat bei der untersné@geumcharge nicht auf.

Die Auswertung der Differenzierungstests am Verstadp 10 zeigte keinen Unterschied
zwischen den Serumkonzentrationen. Am Versuchstagvurden hingegen mit den

niedrigeren Serumkonzentrationen hohere Differenngsraten zu Kardiomyozyten erreicht.

Eine mogliche Erklarung dafir sind die bereits émtén Faktoren, die im Serum enthalten
und an der Differenzierungshemmung der Stammzéléailigt sind. Die Reduktion dieser

Faktoren im Kulturmedium durch Senkung des Serueilankonnte im Differenzierungstest

die Differenzierung positiv beeinflussen.

Um eine ausreichende Versorgung der ES Zellen emtfdr die Differenzierungshemmung
wichtigen Faktoren zu gewahrleisten, wurde fur &eutine-Kultur der Zellen in den
Zellkulturflaschen in der vorgelegten Arbeit demm@eanteil von 20 % im Kulturmedium
beibehalten. Fir die Durchfihrung der Proliferagionnd Differenzierungstests des EST ist
nach den Ergebnissen der hier vorgestellten Stader auch ein auf 15 % reduzierter

Serumgehalt im Testmedium geeignet.

Die Warmebehandlung des fiir die Zellkultur verweadeSerums ist eine Moglichkeit, im

Serum enthaltene Faktoren, wie z.B. das Komplergsigs, zu inaktivieren und damit

maogliche toxische Effekte auf die Zellen zu verl@md Da in der Literatur verschiedene
Effekte der Hitzeinaktivierung des Serums auf daiwachstum beschrieben sind (Giard,
1987), sollte der Einfluss der HitzeinaktivierungsdSerums auf die ES Zelllinie D3

untersucht werden.

Die Warmebehandlung der fir die Hauptstudie venetard Serumcharge (437A, Biochrom)

zeigte in Vorversuchen zwar keinen Einfluss auf Diéferenzierung der ES Zellen zu

Kardiomyozyten, fuhrte jedoch in den Proliferatims$s zu hdéheren Wachstumsraten im
Vergleich zu unbehandeltem Serum.

Durch die Veranderungen der Kulturbedingungen gedeifdUntersuchungsergebnissen der
Vorversuche konnte eine Stabilisierung des Kultstesys bei den Proliferations- und den

Differenzierungstests erreicht werden.
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4.1.2 Qualitatskontrollen der ES Zellen

Vor der Durchfihrung des Embryonic Stem Cell Tesisslaut Protokoll nach dem
Auftauen der embryonalen Stammzellen deren Eignanigand einer Qualitatskontrolle
Uberpruft werden (Spielmann and Scholz, 1999). Dafierden die Zellen unter

Kontrollbedingungen und unter dem Einfluss von PB#m G und steigenden

Konzentrationen 5-Fluorouracil (FU) auf ihr Protd@ons- und Differenzierungspotential
untersucht.

Die eigenen Voruntersuchungen zeigten stark schevai&k Ergebnisse fur die Proliferations-
und Differenzierungstests bei Konzentrationen v@ib - 0,03 pg/ml FU.

Im Protokoll des EST wird fiir die Werte der optisniDichten ein Referenzbereich von 0,9
bis 1,6 fur die unbehandelte Kontrolle angegebgre{(®ann and Scholz, 1999). Durch 0,06
pg/ml Fluorouracil soll eine Hemmung der Prolifewatvon 20 % bis 80 % im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle erreicht werden. In deruelkn Literatur findet man keine

mechanistischen Erklarungen fir die beobachtetearkest Schwankungen des
Proliferationsverhaltens der ES Zellen der unbebled Kontrollen bzw. unter dem Einfluss
von Fluorouracil. Man kann jedoch spekulieren, dasssich hierbei um phanotypische

Veranderungen der Zellen aufgrund ihrer Passagéhaalelt.

4.2 Hauptstudie

Die embryonalen Stammzellen der Zelllinie D3 wurddrer einen Zeitraum von 100 Tagen
(50 Passagen) mit verschiedenen Methoden zur Hegrden Differenzierung kultiviert.
Dafir wurde dem Kulturmedium entweder Leukemia bitbry Factor (LIF) oder humanes
Oncostatin M (OsM) zugesetzt oder die Stammzelleghesnem Feeder Layer aus STO-
Fibroblasten (mit und ohne Supplementierung dedukmlediums mit LIF) kultiviert. Als
Positivkontrolle  wurde ein  Ansatz mitgefuhrt, bei end die Zellen ohne
Differenzierungshemmung kultiviert wurden.

Die Auswertung erfolgte nach jeder 5. Passage durdkersuchung der Zellen auf SSEA-1-
Expression und Alkalische Phosphatase-Aktivitdt miterschiedenen Methoden
(immunzytochemisch, zytochemisch, durchflusszytoiset, photometrisch). Auf3erdem
wurden die Differenzierungskapazitat zu Herzmusiidn im Differenzierungstest und das
Wachstumspotential im Proliferationstest tberpriift.
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4.2.1 Verschiedene Methoden der Differenzierungshemmung

Um die Pluripotenz von embryonalen Stammzellenrhaleen, muss deren Differenzierung
unterdrickt werden, da ohne Differenzierungshemmeing spontane Differenzierung der
Zellen einsetzt (Williams et al., 1988). Darlberndus werden Hinweise auf die
Unerlasslichkeit der Sorgfalt bei der Kultivierumgn embryonalen Stammzellen gegeben, da
diese gegenuber Kulturbedingungen wie z.B. pH-WZE2d|dichte, Zusammensetzung der
Kulturmediums empfindlich reagieren (Roach and MsNg 2002; Wobus et al., 2002;
Zandstra et al., 2000).

Die Mechanismen, die bei embryonalen StammzellenZaliteilung oder Differenzierung
fuhren, sind bis heute noch nicht vollstandig \arden. Einigkeit besteht Uber die zentrale
Rolle der STAT3-Kaskaden-Aktivierung durch Leukentidibitory Factor (LIF) fur die
Hemmung der Differenzierung (Matsuda et al., 199®va et al., 1998). In anderen Studien
wurde jedoch gezeigt, dass auch Signalwege unalth&wm der LIF-Rezeptor/STAT3-
Kaskade existieren, die in der Lage sind, die patanz der Stammzellen zu erhalten (Mitsui
et al., 2003)

4.2.1.1Positivkontrolle (ohne Differenzierungshemmung)

Die Zellen der Positivkontrolle zeigten einige Tagmch Versuchsbeginn die bei
Differenzierung der Stammzellen typischen Veréndgem der Morphologie. Im weiteren
Verlauf waren undifferenzierte ES Zellen erkennloiz, in Kolonien auf den differenzierten,
fibroblastenartigen Zellen aufsal3en. Mit den imnygozhemischen, zytochemischen bzw.
durchflusszytometrischen Untersuchungen waren aach vielen Passagen noch SSEA-1-
positive und AP-positive Stammzellen nachweisbaructA mit dem photometrisch
ausgewerteten Enzymaktivitatstest lief sich mirahssbis zur 14. Passsage eine Aktivitat der
Alkalischen Phosphatase nachweisen.

Diese Ergebnisse entsprechen den von Rathjen lelsehen Beobachtungen (Rathjen et al.,
1990a). Nach seinen Untersuchungen kommt es beiviulng von Stammzellen in hoher
Zelldichte ( > 2 x 18 Zellen/cnf) auch ohne Differenzierungshemmung nicht zu einer
vollstandigen Differenzierung aller Zellen der Pigpion. Durch Induktion der LIF-
Produktion in den differenzierten Zellen wird diéfBrenzierung von noch undifferenzierten
ES Zellen unterdriickt. Dartber hinaus kénnen vam@izellen freigesetzte Faktoren die

LIF-Produktion in differenzierten Zellen anregen.
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4.2.1.2Feeder Layer

Zur Hemmung der Differenzierung embryonaler Stanmiiezekdnnen primare Zellen und
permanente Zelllinien verwendet werden (Wobus et E984). Die sogFeeder Layer
produzieren den Leukemia Inhibitory Factor (LIFgrdentweder auf der Zelloberflache
prasentiert oder von ihnen in den Kulturmediumssifaeixd abgegeben wird (Rathjen et al.,
1990b). Qi untersuchte weitere Faktoren, die von ldaufig alsFeeder Layer genutzten
Fibroblasten-Zelllinie STO produziert werden undesi Einfluss auf die Selbsterneuerung
der ES Zellen haben (Qi et al., 2004).

Bezuglich der Eignung der permanenten STO-Fibrodhasfir die Hemmung der
Differenzierung von ES Zellen werden in der Literatinterschiedliche Aussagen gemacht.
Einige Autoren beschreiben in ihren Studien diew&rdung mitomycin-behandelter STO-
Fibroblasten alsFeeder Layer fir die Hemmung der Differenzierung embryonaler
Stammzellen (Rathjen et al., 1990b). Andere Autovemwenden STO-Fibroblasten bei
zusatzlicher Substituierung des Kulturmediums mifF Loder mit von embryonalen
Karzinomzellen konditioniertem Medium (Cui et &Q04; Martin, 1981; Murray and Edgar,
2001; Toumadie et al., 2003).

Dem gegenuber ist nach Wobus (Wobus et al., 1984) Langzeitkultivierung von
embryonalen Stammzellen nur in direkter Co-Kultwk Beeder Layer aus frisch gewonnenen
primaren Fibroblasten der Maus moglich, die dur@stBahlung inaktiviert wurden. Sowohl
eine Inaktivierung der Feeder-Zellen mit Mitomyaits auch die Co-Kultivierung von ES
Zellen mit STO-Fibroblasten waren dagegen nicldlgréich (Wobus et al., 1984).

Dabei ist zu beachten, dass die zitierten Untersugdn mit verschiedenen Stammzelllinien
und unter verschiedenen Kulturbedingungen durchgefivurden. Da auch die zur
Beurteilung des undifferenzierten Zustands der EHed verwendeten Methoden sich
unterscheiden, ist der direkte Vergleich der zitier Ergebnisse mit denen der hier
vorgestellten Arbeit nicht moglich. AuRerdem wind keiner der anderen Arbeiten das
Differenzierungspotential der Stammzellen zu Hergkelzellen nach Langzeitkultivierung
Uberprift.

Fur die hier vorliegende Arbeit wurden STO-Fibraiéa alsFeeder Layer fur die direkte
Co-Kultur mit den embryonalen Stammzellen verwen@gé¢se Fibroblasten wurden zuvor

durch Inkubation mit Mitomycin C inaktiviert.
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Nach den Ergebnissen der Hauptstudie sind mit MittmC inaktivierte STO-Fibroblasten
in direkter Co-Kultur geeignet, den Grol3teil derbeponalen Stammzellen D3 Uber einen
langen Zeitraum im undifferenzierten Zustand zudmal Die so kultivierten Stammzellen
zeigten auch nach 100 Tagen noch eine gute Diffegmmgskapazitat zu Kardiomyozyten,
einen hohen Anteil SSEA-1-exprimierender Zellen @mle hohe Alkalische Phosphatase-
Aktivitat. Eine zusatzliche Supplementierung des Ithwnediums mit
differenzierungshemmenden Substanzen war dabei mitig.

Die Stammzellen, die auffFeeder Layer bei gleichzeitiger Supplementierung des
Kulturmediums mit LIF kultiviert worden waren, zédg bei der Auswertung des
Differenzierungstests nach der 48. Passage eirrerggeen Anteil Wells mit kontrahierenden
Kardiomyozyten als die Zellen, die nur dtdeder Layer (ohne LIF) kultiviert worden waren.
Eine weitere Kultivierung der ES Zellen und weitddatersuchungen zu einem spéateren
Zeitpunkt waren nétig gewesen, um eine VerandedergZellpopulation mit einer dauerhaft
eingeschréankter Differenzierungskapazitat der Bellon methodischen Schwankungen
abzugrenzen. Der hohe Anteil der SSEA-1-positiveltedd in der Zellpopulation und die im
photometrisch ausgewerteten Enzymaktivitatstestegeene hohe Alkalische Phosphatase-
Aktivitat sprechen jedoch eher fiir eine Schwankung gegen eine dauerhaft verringerte
Differenzierungskapazitat.

4.2.1.3Leukemia Inhibitory Factor (LIF)

Die Isolierung embryonaler Stammzellen aus Blagtery und ihre Langzeitkultivierung im

undifferenzierten Zustand sollen durch die Supplgmeung des Kulturmediums mit LIF

maoglich sein (Nichols et al., 1990; Smith et aB8&; Williams et al., 1988).

Allerdings werden in den zu Stammzellen publizierttudien oft keine Angaben zur

tatsachlich untersuchten Kulturdauer gemacht oder Rhssagezahlen auf maximal 30
Passagen beschrankt. Daruber hinaus wird der engliizierte Zustand der Stammzellen mit
unterschiedlichen Methoden nachgewiesen. So fidigeKultivierung von ES Zellen tber

,viele Passagen“ unter Zugabe von LIF zum Kulturiaedzu keinen Verénderungen der
Wachstumseigenschaften bzw. des Phanotyps dernZeild der Zellkolonien (kompakte

Kolonien kleiner Zellen mit groRem Kern-Plasma-\@this) (Smith et al., 1988; Williams et

al., 1988). Andere Autoren beurteilten den undéferierten Status der kultivierten ES Zellen
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durch Untersuchung auf die Alkalische Phosphatddesdtét (Pease et al., 1990) oder die
Expression des Oberflachenantigens SSEA-1 (Matsli,€1992).

Nach den hier vorgestellten Ergebnissen der Haugitstist es durch die Supplementierung
des Kulturmediums mit 1000 U/ml LIF mdglich, dendifferenzierten Phanotyp der ES
Zellen Uber einen gewissen Zeitraum zu erhaltenRd$sagen Vorbereitung + 29 Passagen
Hauptstudie = 45 Passagen). Bei langerer Kultivigrder Zellen kam es jedoch trotz LIF zu
Veranderungen der Zellpopulation, die sich in eineeranderten Zell- und
Koloniemorphologie, einer verminderten SSEA-1-Exgren und Alkalischen Phosphatase-
Aktivitat und einer reduzierten Differenzierungskajat im Differenzierungstest zeigten.

Der Anteil undifferenzierter Stammzellen in der BRigpion nahm mit steigenden
Passagezahlen ab. Das entspricht den von andetereAwerd6ffentlichten Untersuchungen,
dass die Differenzierung von ES Zellen trotz LI&t$inden kann (Bader et al., 2000; Murray
and Edgar, 2001; Shen and Leder, 1992).

Ublicherweise werden in der Literatur 1000 U/ml [fiff die Differenzierungshemmung von
ES Zellen angegeben. Es ist allerdings auch bedwgnj dass fur die erfolgreiche Isolierung
und Kultivierung von Stammzelllinien eine um eireN@ches erhdhte LIF-Konzentration im
Kulturmedium noétig sein kann (Baharvand and Maith2@04).

In der hier vorgelegten Arbeit wurden daher auchZeffen mit der erhohten Konzentration
von 2000 U/ml LIF kultiviert. Diese erhthte Konzeatton reichte allerdings nicht aus, um
die Differenzierung von embryonalen Stammzellen lgzeitkultivierung zu verhindern.
Bei dem Vergleich der mit 1000 U/ml und 2000 U/mF Lkultivierten Stammzellen wurde
deutlich, dass bei Supplementierung des Kulturmmadimit 2000 U/ml LIF morphologische
Veranderung der Zellpopulation und die Abnahme Elgoression von SSEA-1 sogar etwas
friher eintraten als mit 1000 U/ml LIF, die Diffemerungskapazitat der Zellen hingegen
blieb etwas langer erhalten.

Es ist jedoch zu beachten, dass die ES Zellen stdhlden von 5 Passagen (das entspricht 10
Tagen) untersucht wurden. Da sich die VeranderudgerZellpopulationen (z.B. der Verlust
der Differenzierungskapazitat) auch zwischen dieSeswertungszeitpunkten manifestieren
kénnen, sind beobachtete Unterschiede von einew@uisng zur nachsten vorsichtig zu

interpretieren.
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4.2.1.40ncostatin M

Oncostatin M (OsM) ist ebenfalls ein zur Familie teerleukine-6 gehérendes Molekl. Die
zu dieser Familie gehérenden Zytokine zeigen Ulhesidungen in vielen Eigenschaften und
Funktionen, wobei OsM strukturell und funktionellFLam &hnlichsten ist (Gémez-Lechon,
1999). Aufgrund des fehlenden Oncostatin-Rezepteramurinen Stammzellen (Ichihara et
al., 1997) ist fur die Hemmung der Differenzierumgirines Oncostatin M nicht geeignet.
Nach Untersuchungen von Piquet-Pellorce (Piqudbieel et al., 1994) ist hingegen humanes
OsM fahig, am LIF-Rezeptor der ES Zellen zu binded so deren Differenzierung zu
verhindern.

In der hier vorgelegten Arbeit wurde humanes OsMeimer Konzentration von 20 ng/ml
verwendet. Es erwies sich als geeignet fir die Hengrder Differenzierung von ES Zellen
Uber eine Kulturdauer von mindestens 43 Passagdarbalt des Differenzierungspotentials
zu Herzmuskelzellen. Dabei ist zu beachten, dassk$ Zellen bis zum Beginn der
Hauptstudie bereits Uber 16 Passagen unter dentugsnfon 1000 U/ml LIF kultiviert
worden waren. Wie auch bei den ES Zellen, die rihtduf Feeder Layer kultiviert wurden,

ist die Bewertung des Abfalls des Differenzierurggsptials bei der 48. Passage schwierig.
Der durchflusszytometrisch bestimmte Anteil der 8SEexprimierenden Zellen und die
photometrisch gemessene Alkalische Phosphatasei@ktiblieben Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum auf einem hohen Niveau. Auehware eine weitere Kultivierung
der ES Zellen und weitere Untersuchungen zu eingfitesen Zeitpunkt notig gewesen, um
eine Veranderung der Zellpopulation mit dauerhefyeschrankter Differenzierungskapazitat

von methodischen Schwankungen abzugrenzen.

4.2.2 Proliferations- und Differenzierungstest

4.2.2 .1Proliferationstest

Fur die Proliferationstests, durchgefuhrt mit deglllibie D3, bezogen von der ATCC
(American Type Culture Collection), wird im Protdkdes Embryonic Stem Cell Test (EST)
(Spielmann and Scholz, 1999) ein Referenzbereichdiél optische Dichte von 0,9 bis 1,6
angegeben. Die grofRe Breite des Referenzbereiths isnethodischen Schwankungen

begrindet. Die in der hier beschriebenen Studiergmen Ergebnisse der Proliferationstests
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zeigten ebenfalls Schwankungen der absoluten Vderteptischen Dichten bei den Passagen.
Die Konzentration von 0,025 pg/ml 5-FluorouracilUjFim Testmedium fiihrte bei den
Versuchsansétzen, die alfeeder Layer kultiviert worden waren, bei den meisten
ausgewerteten Passagen zu einer Hemmung des Zedhwats. Die mit LIF oder OsM
kultivierten Zellen hingegen zeigten in den Prolfenstests nur bei einigen Passagen eine
schwache Hemmung des Zellwachstums durch 0,025l g/m

Die Zellen, die bis zum Testbeginn akéeder Layer kultiviert wurden, waren demnach
empfindlicher gegeniber Fluorouracil. Allerdingseldi sich Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum keine Anderung der Empfihklist der Zellen der verschiedenen
Ansatze gegenuber Penicillin G (1000 pug/ml) oder(61025 pg/ml) in Abhangigkeit zu der
Passagezahl feststellen. Um solche Verdnderungen Eaepfindlichkeit der Zellen
nachzuweisen, waren Untersuchungen mehrerer Kaatiemien Fluorouracil erforderlich

gewesen, darauf musste aber aufgrund des Umfandtad@tstudie verzichtet werden.

4.2.2.2Differenzierungstest

In Anlehnung an den Embryonic Stem Cell Test wuddeFahigkeit der Stammzellen, unter
bestimmten Kulturbedingungen zu Herzmuskelzellerditierenzieren, am Versuchstag 10
des Differenzierungstests morphologisch ausgewertBlazu wurde unter dem
Umkehrmikroskop der Anteil der Wells einer 24-Wg#Hkulturplatte bestimmt, in denen
sich kontrahierende Kardiomyozyten beobachten tiel3e

Im EST Protokoll wurde als Qualitatskriterium fesdggt, dass die unbehandelte Kontrolle
eines Differenzierungstests in mindestens 21 voWadls kontrahierende Kardiomyozyten
aufweisen muss. Die mit unterschiedlichen Konzéwiman der Testsubstanz behandelten
Ansatze werden im EST fur die Auswertung (Ermittjuder 50 %-Hemmkonzentration)
jeweils relativ zur UK angegeben. Eine statistiséluswertung zur Ermittlung signifikanter
Ereignisse erfolgt dabei nicht. In der vorliegendebeit wurde die statistische Auswertung
der Differenzierungstests anhand der absolutena\mvar durchgefiihrt, jedoch lie3en sich
daraus keine neuen Erkenntnisse fir die Interpoetaier Ergebnisse ziehen.

Fur die Beurteilung der Differenzierungstests dauptstudie sind die Ergebnisse Uber den
gesamten Untersuchungszeitraum zu betrachten. &erater Zellkultur ist die Abweichung
einzelner Werte vorsichtig zu interpretieren. Zi&. die bei der 18. Passage beobachtete

schlechtere Differenzierungsrate der Penicillin-tfolle des Ansatzes C statistisch
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signifikant im Vergleich zur unbehandelten Konteoller gleichen Passage. Aufgrund der
guten Ergebnisse der im weiteren Studienverlautldyefiihrten Differenzierungstests ist
diese Beobachtung allerdings eher durch methodiSchevankungen zu erklaren.

Die Konzentration von 0,025 pg/ml FU im Testmedititnrte bei den Versuchsansatzen, die
auf Feeder Layer kultiviert wurden, bei den meisten ausgewertet@ssBgen zu einer
Hemmung der Differenzierung zu Herzmuskelzellere Brgebnisse der mit LIF oder OsM
kultivierten Zellen schwankten von einer deutlichdims zu keiner Hemmung der
Differenzierung durch 0,025 pug/ml FU. Wie auch den Proliferationstests waren fur den
Nachweis einer veranderten Empfindlichkeit der ES8lleh Untersuchungen mehrerer
Konzentrationen Fluorouracil notig gewesen, darausste aber aufgrund des Umfangs der

Hauptstudie ebenfalls verzichtet werden.

Die Auswertung des Differenzierungstests durch téotehung der Embryoid Body-
Auswichse auf Kontraktionen ist zeitaufwendig umtbredert Erfahrung (Buesen et al.,
2004). Die von anderen Arbeitsgruppen durchgefahdetersuchungen zur Auswertung der
Differenzierungstests mit durchflusszytometrischBtethoden umfassen zusatzlich zur
Beurteilung von der Differenzierung zu Herzmuskidre auch  andere
Differenzierungsrichtungen und erlauben somit einektivere und umfassendere Bewertung
der Effekte einer Testsubstanz. In diesen Untetsugdn wurde eine maximale Expression
der fur Herzmuskelzellen spezifischen Markerpraeiiyosin Heavy Chain und a-Actinin
bereits an Tag 7 der Differenzierung beobachtatgSet al., 2002).

Im Hinblick auf die anzustrebende Verkirzung deftdauer der Zellen im EST wurden in
der vorgelegten Arbeit die Differenzierungstestséatalich nach 7 Tagen morphologisch
ausgewertet. Die bei der Auswertung nach 7 Versagks erhobenen Daten fiur die
Differenzierung der Zellen lieRen sich jedoch niofit den am Versuchstag 10 ermittelten
Ergebnissen korrelieren. Eine Verkirzung des Tetdgolls ist daher mit der

morphologischen Auswertung des Differenzierungstestht méglich.

4.2.3 Marker fur den undifferenzierten Zustand von Stammzllen

Fur den Nachweis des undifferenzierten Status eomatgr Stammzellen werden
unterschiedliche Methoden beschrieben. Einige Ammobeurteilen die ,ph&notypischen”
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Eigenschaften von undifferenzierten Stammzellen Zgk- und Koloniemorphologie (Smith

and Hooper, 1987). Andere weisen den undifferetene6tatus der ES Zellen durch sog.
Stammzell-Marker, z.B. die Expression von SSEA-hgs-specific embryonic antigen-1)
oder eine hohe Alkalische Phosphatase-Aktivitathngolter and Knowles, 1979; Ward et
al., 2004; Wobus et al., 1984).

In der vorliegenden Arbeit wurde daher die Morplgdoder Zellen in den Zellkulturflaschen
beurteilt und die Zellen auf die Stammzell-Marke8E3\-1 und Alkalische Phosphatase-
Aktivitat (AP-Aktivitat) untersucht. Diese Markerunden auf ihr Potential untersucht, die
Eignung der Zellpopulation fir die Durchfihrung dé&snbryonic Stem Cell Tests

vorherzusagen. Dafur wurden die Ausprdgungen derrkéda verglichen mit der

Differenzierungskapazitat der Stammzellen zu Kargiozyten.

4.2.3.1Morphologie der ES Zellen

Undifferenzierte embryonale Stammzellen sind kleielen mit einem hohem Kern-Plasma-
Verhéltnis, die (unter Kulturbedingungen mit Difezierungshemmung) typischerweise in
kompakten Kolonien wachsen. Nach Differenzierunthaliten die Kolonien grol3e, flache
Zellen (Conover et al., 1993; Pease et al., 1990).

Veranderungen der Zell- und Koloniemorphologie die(sich auch in der hier vorgestellten
Studie beobachten. Bereits nach wenigen Tageneredie Zellen der Positivkontrolle (ohne
Differenzierungshemmung kultiviert) eine Abflachumigr Kolonien und ein vermehrtes
Auftreten grol3er, fibroblastenartiger Zellen. Dieighen Veranderungen traten bei héheren
Passagezahlen auch bei den mit LIF (1000 U/ml @& 2J/ml) kultivierten ES Zellen auf.
Bei den Zellen der Positivkontrolle und der Anséatzié LIF traten die Veranderungen der
Zell- und Koloniemorphologie vor oder etwa zeitgleimit der reduzierten Fahigkeit der
Zellen auf, zu kontrahierenden Herzmuskelzellediferenzieren.

Auffallig war, dass die mit Oncostatin M kultiviert Zellen ebenfalls nach einigen Passagen
eine Abflachung der Kolonien zeigten, die jedochchhi mit einer veranderten
Zellmorphologie oder einem Abfall der Differenziagsfahigkeit zu Herzmuskelzellen
einherging.

Nach diesen Ergebnissen kann anhand der Kolonidmlmgie keine Beurteilung der
Zellpopulation erfolgen, jedoch gibt das Verhalta@n kleinen, runden Zellen zu grof3en,

fibroblastenartigen Zellen in der Zellpopulatiome Hinweis auf die Eignung der ES Zellen
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fur die Durchfuhrung des Differenzierungstests &3T. Zu bedenken bleibt, dass die
morphologische Bewertung der Zellmorphologie einbjektive und von der Erfahrung des

Untersuchers abhangige Methode ist.

4.2.3.2SSEA-1

Das Oberflachenantigen SSEA-1 ist spezifisch fidifferenzierte embryonale Stammzellen
der Maus (Solter and Knowles, 1978) und wird nadffeE2nzierung der Zellen von diesen
nicht mehr exprimiert (Ling and Neben, 1997). Atgys Stammzell-Marker wird SSEA-1
daher von vielen Autoren fur den Nachweis des tmcihzierten Status der Zellen

herangezogen (Cui et al., 2004; Resnick et al.2)L99

In der hier vorgestellten Arbeit wurden die Zellanit immunzytochemischen und
durchflusszytometrischen Methoden auf die Expresgan SSEA-1 untersucht.

Bei der immunzytochemischen Farbung gegen SSEAigtere sich mit zunehmender
Passagezahl zwar bei den Zellen der Positivkoetrokranderungen der Zellpopulation
anhand des zunehmenden Anteils ungefarbter ZeMiberdings waren die Intensitaten der
Farbungen je nach Passage unterschiedlich stark.

Eine Quantifizierung der SSEA-1-markierten bzw. ankrerten Zellen mit Bewertung der
Fluoreszenz und eine daran angelehnte Beurteil@eng=gynung der Zellpopulation fir die
Durchfiihrung des EST waren mit dieser Methode daiodt mdglich.

Die durchflusszytometrische Untersuchung hingegemdglichte die objektive und
guantitative Bestimmung der SSEA-1-positiven ESefeln den Zellpopulationen. Bei den
Zellen der Positivkontrolle nahm der Anteil der @SEpositiven Stammzellen mit
zunehmender Passagezahl ab, allerdings waren aach 24 Tagen in Kultur ohne
Differenzierungshemmung noch 80 % der Zellen SSEHpo4itiv.

Toumadje (Toumadje et al.,, 2003) zeigte hingegeassdSSEA-1, ebenso wie andere
Stammzell-Marker (Oct-3/4 und EMA-1) nach 14 Tageen Differenzierung von ES Zellen
in Embryoid Bodies nur bei bis zu 50 % der Zellasmveisbar sind.

Die Unterschiede zwischen den eigenen Ergebnissdrden Beobachtungen von Toumadje
lassen sich mit den unterschiedlichen Kulturbedmygun der ES Zellen erklaren. Die in der
vorgelegten Studie untersuchten Zellpopulationendem bis zur Bestimmung des SSEA-1-

positiven Anteils in Zellkulturflaschen kultivierDie bei Adhasionskulturen von embryonalen
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Stammzellen vorliegenden Bedingungen bieten nichtfdr eine schnelle und effiziente
Differenzierung guinstige dreidimensionale Ausbmtder Zellen und die entsprechenden
Zell-Zell-Interaktionen. Die Differenzierungsproses laufen daher anders ab als im
Embryoid Body, in dem die Entwicklungsbedingungesr &ellen denen innerhalb einer
Blastozyste nachempfunden sind (Weiss and Orkia6)19

Im Hinblick auf die Durchfihrung des Embryonic St&ell Tests ist stets der Anteil der
undifferenzierten, also SSEA-1-positiven Zellendier Stammzellpopulation zu betrachten.
Daflr bietet sich die durchflusszytometrische Usuiehung an.

Fir die statistische Auswertung der einzelnen Aresih Verlauf der Hauptstudie wurden die
absoluten Werte herangezogen (je Ansatz wurden 3000 Zellen untersucht und die
Anzahlen der positiven bzw. negativen Zellen bestijn Dabei wurden im?Test auch die
bei den niedrigen Passagezahlen z.T. sehr geriBgewankungen zwischen den Passagen
bereits als signifikantes Ereignis bewertet. Diaarkauf die hohen Endzahlen zuriickgefthrt
werden. Da in biologischen Systemen jedoch immémn@&okungen innerhalb eines gewissen
Bereichs zu erwarten sind, konnte die statistissh®wertung der FACScan-Analysen nicht
zur Beurteilung der Ergebnisse herangezogen werden.

Der fur eine erfolgreiche Durchfiihrung des Differenungstests bendtigte Anteil SSEA-1-
positiver Zellen wurde vielmehr durch die Korretetider Anteile mit SSEA-1-positiven
Zellen mit der Differenzierungskapazitat dieserl@elbgeschatzt. Nach den Ergebnissen der
hier vorgelegten Arbeit korreliert ein Anteil vonmdestens 70 % SSEA-1-positiver Zellen in
einer Population mit einer guten Differenzierungskatat dieser Population zu
Herzmuskelzellen. Somit ware die Eignung der Zgllpation fir die Durchfihrung des
Differenzierungstests fraglich, wenn der Anteil &SEA-1-positiven Zellen unter 70 % fallt.
Es ist anzunehmen, dass ein gleichmafig hoher |/3B&tA-1-positiver Zellen in der fur den
EST verwendeten Zellpopulationen zu einer Standemding diesef vitro Tests beitragen
wirde. Nach Untersuchung der Zelllinie D3 mit ddketszytometrischen Methoden
beschreibt Zandstra (Zandstra et al., 2000), dasshdSelektion der SSEA-1-positiven Zellen
die Zellpopulation schnell und effizient mit undifénzierten Stammzellen angereichert
werden kann. Vor Verwendung solcher selektiertelipdpulationen im EST ware allerdings
zu Uberprufen, ob die Antikérpermarkierung und t®aunnhg der Zellen einen negativen
Einfluss auf die Stammzellen und damit die Ergedmnibes EST hat.



Diskussion 105

4.2.3.3Alkalische Phosphatase-Aktivitat

Eine hohe AP-Aktivitdt gilt als typisch flr undiflnzierte embryonale Stammzellen
(Berstine et al., 1973; Pease et al., 1990). Idi€tumit ES Zellen wird dieses Enzym daher
oft mit zytochemischen Methoden oder in EnzymaldigrAssays untersucht, um den
undifferenzierten Zustand der Stammzellen nachzeweiEine Bestimmung der ,Hohe" der
AP-Aktivitat wird allerdings nur vereinzelt besobloen (Zandstra et al., 2000).

In der vorgelegten Arbeit wurde die Untersuchung dellen auf ihre Alkalische
Phosphatase-Aktivitat mit drei verschiedenen Meg¢imodiurchgefuhrt.

Die zytochemische Untersuchung auf AP-Aktivitatgteizwar subjektiv einen Abfall des
Anteils an AP-positiven Zellen der Positivkontroleit zunehmender Passagezahl, jedoch
verhinderten, wie auch bei der immunzytochemisdbetersuchung auf SSEA-1-Expression
beobachtet, die Schwankungen der Intensitaten @#uRg eine Bewertung der Fluoreszenz.
Eine objektive Beurteilung des Differenzierungastadurch Quantifizierung der Alkalischen
Phosphatase-Aktivitdt der Zellen bzw. der Zellpagoh und eine daran angelehnte
Beurteilung der Eignung der Zellpopulation fir dderchfihrung des EST war mit dieser

Methode daher nicht moglich.

Bei den durchflusszytometrischen Untersuchungen gteei  die ohne
differenzierungshemmende Substanz kultivierten efell der Positivkontrolle mit
zunehmender Passagezahl zunachst eine abnehmemdienZeder AP-Aktivitat. Allerdings
lagen die AP-positiven Anteile auch nach 46 Passageh bei etwa 60 %, obwohl in den
Differenzierungstests der Positivkontrolle bereiggh 28 Passagen keine Differenzierung zu
kontrahierenden Herzmuskelzellen mehr zu beobaathéen

Auch bei den mit LIF kultivierten Zellen fiel dem#eil der AP-positiven Zellen bis zum Ende
der Studie nur auf etwa 80 %, wahrend zu diesentpdiekt die Zellen in den
Differenzierungstests nicht mehr zu einer Diffeiening in kontrahierenden
Herzmuskelzellen fahig waren.

Fur die mit Oncostatin M bzw. aufeeder Layer kultivierten Zellen wurden Uber den
gesamten Untersuchungszeitraum Anteile der AP-pesitZellen von mindestens 75 %
bestimmt. Die Zellen dieser Ansatze waren bis z@®. 4#assage auch fahig, zu

Herzmuskelzellen zu differenzieren.



106 Diskussion

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Andétea, AP-positiver Anteil der Zellen bei
> 90 % lag, bei den Differenzierungstests eine dbiferenzierung zu Kardiomyozyten
zeigten. Bei Anteilen von unter 60 % AP-positiveallgn an der Gesamtpopulation zeigten
die entsprechenden Ansatze auch eine vermindefter&nzierungsfahigkeit. Anteile der
positiven Zellen in Bereichen von 60 - 90 % lieBesich nicht mit der

Differenzierungsfahigkeit der Zellen korrelieren.

Bei der Durchfihrung des photometrisch ausgewert&iezym-Aktivitatstests wiesen die
Zellpopulationen, deren Werte der optischen Diggeamessen nach 15 min) tber 1,0 lagen,
auch ein hohes Potential auf, im Differenzierungjst& Herzmuskelzellen zu differenzieren.
Bei den Zellen, die ohne Differenzierungshemmungratur unter dem Einfluss von LIF
kultiviert worden waren, wurden mit zunehmenders@gszahl Abnahmen der AP-Aktivitat
beobachtet. Geringe AP-Aktivitaten korrelierten det verminderten Fahigkeit dieser Zellen,
zu Kardiomyozyten zu differenzieren.

Nach diesen Ergebnissen lasst sich von einer inyres&ktivitatstest gemessenen optischen
Dichte von mindestens 1,0 auf einen hohen Antetlifterenzierter Zellen mit hoher
Alkalischer Phosphatase-Aktivitat in der untersechZellpopulation schlie3en und damit auf
eine Eignung der Zellen fur die Durchfiihrung deJ ES

Von den hier untersuchten Methoden zur BestimmuargAdkalischen Phosphatase-Aktivitat
kbnnen nur mit dem photometrisch ausgewerteten mraxktivitatstest und der
durchflusszytometrischen Untersuchung Grenzwelgésetzt werden, die mit einer guten
bzw. schlechten Differenzierungskapazitat der EBedekorrelieren. Bei beiden Methoden
bleiben jedoch Bereiche, in denen die Korrelatimminzuverlassig mdglich ist.

Insgesamt bleibt die Eignung eines ubiquitdr atdtrden Enzyms als Marker fur den
undifferenzierten Status von ES Zellen fraglichmal stets eine Quantifizierung der Enzym-
Aktivitat erforderlich ware. AuRerdem ist die Alisdthe Phosphatase-Aktivitat z.B. ebenfalls
hoch in aus ES Zellen differenzierten Osteoblag&eanNieden et al., 2003).



Diskussion 107

4.2.4 Ausblick

Durch weiterfihrende Untersuchungen lie3en sichlictigyweise die fur die erfolgreiche
Durchfihrung des EST nétigen Anteile der SSEA-1ip@n Zellen bzw. die erforderliche
Hohe der Alkalischen Phosphatase-Aktivitat weitegeenzen. Die in der hier vorgestellten
Arbeit erhobenen Ergebnisse konnten durch weiterauali@tskontrollen von
Stammzellpopulationen und parallel durchgefiuhrtehilusszytometrische Analysen auf die
Expression von SSEA-1 Uberprift werden. Ebensaesotlie mit dem Enzym-Aktivitatstest
ermittelten optischen Dichten als Mal} fir die Aikethe Phosphatase auf ihre Korrelation mit
der Differenzierungskapazitat der ES Zellen zu kKanyozyten bestatigt werden.

Diese beiden Methoden wiirden damit die schnelle @mfache Uberpriifung der
Zellpopulation/-charge kurz vor Testbeginn ermdgdic und somit eine Alternative fur die
im Protokoll des EST vorgeschriebene 10-tdgige @@uskontrolle darstellen.

Als weitere Mdglichkeit, die Stammzellpopulationem charakterisieren, kdnnten auch
Marker, die die Differenzierung der Stammzelleneagen, genutzt werden.

Im Hinblick auf die Standardisierung der Kulturbeglingen ist die Verwendung einer
chemischen rekombinanten  Substanz wie LIF oder &ato M zur
Differenzierungshemmung von ES Zellen der Co-Kuttiir Feeder Layer vorzuziehen. Nach
den Ergebnissen der hier vorliegenden Arbeit kénjedoch embryonale Stammzellen der
Zelllinie D3 durch Kultivierung aufFeeder Layer Uber einen langeren Zeitraum im
undifferenzierten Zustand kultiviert werden alsarntem Einfluss von LIF. Es ist bekannt,
dass neben LIF auch andere Faktoren (z.B. BMP -e moborphogenetic protein) von den
Feeder-Zellen freigesetzt werden, die fir den Erhalt dewsdifferenzierten Zustandes
erforderlich sind. Mdglicherweise lie3e sich dudib Supplementierung des Kulturmediums
mit diesen Faktoren die Differenzierung von ES &elauch in Abwesenheit vofreeder

Layer besser unterdrticken.

Die in der hier vorgestellten Arbeit beobachtetbdré Empfindlichkeit der alFeeder Layer
kultivierten ES Zellen gegentber Fluorouracil wéwmeweiteren Versuchen, in denen auch

eine Konzentrationsabhangigkeit untersucht wirdijlzerprufen.

Embryonalen Stammzellen werden dber ihre Plurippteand die unbegrenzte

Vermehrungsfahigkeit charakterisiert. Aufgrund rhibesonderen Empfindlichkeit gegentber
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Kulturbedingungen hat die Kultivierung von ES Zsllbesonders sorgfaltig zu erfolgen.
Dartber hinaus unterscheiden sich die verschiedeammzelllinien jedoch in ihren
Ansprichen an die Kulturbedingungen, wie z.B. diéeBenzierungshemmung, und in ihrem
Differenzierungspotential und damit in ihrer Eigguiir die verschiedenen Fragestellungen.
Die Auswahl einer geeigneten Stammzelllinie istedafiir die erfolgreiche Untersuchung
bestimmter Fragestellungen von grofRer BedeutunigglBehem Versuchsaufbau kénnen die
Ergebnisse von mit verschiedenen Stammzellliniectdyefiihrten Versuchen stark variieren
(Shen and Leder, 1992). Viele Autoren flihren dalwer Untersuchungen mit verschiedenen
voneinander unabhangigen Stammzelllinien durch,dienUbertragbarkeit ihrer Ergebnisse
zu Uberprifen (Ling and Neben, 1997; Rathjen etl8P0a; Rohwedel et al., 1998). Dabei ist
zu beachten, dass auch sog. permanente StammeslNieranderungen unterliegen (Gardner
and Brook, 1997).

Veranderungen einer Zelllinie kénnen u.a. durchosgtimale Kulturbedingungen oder
mangelhafte Hemmung der Differenzierung der Zell&eglinstigt werden. Die
Karyotypisierung bietet die Méglichkeit, Chromosamahlen von Stammzellpopulationen zu
bestimmen und Veradnderungen zu erkennen (Doetsclealn, 1985; Gossler et al., 1986).
Die durch Akkumulation von Mutationen ausgebildet®nbpopulationen kénnen andere
Eigenschaften aufweisen als die urspringliche idall wie z.B. verandertes
Wachstumsverhalten, verdnderte Empfindlichkeit géger Substanzen oder eingeschrankte
Differenzierungskapazitat.

Die Stammzelllinie D3 wurde Mitte der 80er Jahrabéert und wird bis heute in vielen
Studien verwendet. Uber die Fahigkeit dieser Zelleich Reintegration in Blastozysten auch
an der Keimzellbildung teilzunehmen, werden in déeratur unterschiedliche Aussagen
gemacht. Nach Toumadje (Toumadje et al., 2003) Zielten dieser Zelllinie nicht mehr
kompetent, nach Reintegration in eine Blastozysteder Keimzellbildung teilzunehmen.
Andere Autoren beschreiben hingegen die Beteiliguteg Stammzellen D3 an der
Keimzellbildung (Ward et al., 2004; Williams et,dl988).

Die Stammzelllinie D3 ist fir die Durchfihrung ddsmbryonic Stem Cell Tests
vorgeschrieben und wurde daher auch fur die Untatswgen in der vorliegenden Arbeit
verwendet. Unterschiede im Wachstumsverhalten vobp&oulationen der Zelllinie D3

werden im Protokoll des EST bereits bertcksichtigilem je nach Zellbank, bei der die
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Stammzellen bezogen wurden, unterschiedliche Refbezeiche fir die Ergebnisse der
Proliferationstests gelten.

Fur die Durchfuhrung des Differenzierungstests witié Pluripotenz der embryonalen
Stammzellen vorausgesetzt. Die Bedeutung, die eineingeschrankte
Differenzierungskapazitat fur die Verwendung der Zlen D3 fir den EST haben konnte,
ist schwer abzuschatzen. Da im DifferenzierungstestEST bisher nur die Entwicklung der
Stammzellen zu Herzmuskelzellen untersucht windg 8feranderungen der Zellpopulation,
die mit eingeschrankter Differenzierungskapazitét anderen Differenzierungsrichtungen
einhergehen, moglicherweise nicht entscheidendifiierfolgreiche Durchfliihrung des Tests.
Im Hinblick auf die Weiterentwicklung des EST mit inBlhrung weiterer
Differenzierungsrichtungen als Endpunkte der Ddferierungstests ist diese Problematik
allerdings von Bedeutung. Ausserdem verhindertAdisbildung von Subpopulationen mit
Veranderungen der Zelleigenschaften die erfordeglic Standardisierung und
Reproduzierbarkeit des Embryoic Stem Cell Tests.

Fur die erfolgreiche und auch standardisierte Dilitutung eines Embryotoxizitatstests ist die
Verwendung einer Zelllinie erwinscht, deren Eigéasien definiert sind und die gegeniber

Veranderungen der Kulturbedingungen unempfindlicster





