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1 Kurzfassung Deutsch 

In vitro und in vivo Untersuchungen zum Differenzierungspotenzial von humanen 

Stammzellen  

Ziel der Untersuchung war eine vergleichende Analyse des Differenzierungspotenzials von 

humanen adulten und embryonalen Stammzellen. Dabei wurden humane embryonale 

Stammzellen (hESZ) ungerichtet und spontan in vitro differenziert, während humane adulte 

Stammzellen (CD34+) erstmals in vitro mittels Ko-Kultur auf murinen AML12 Zellen gerichtet 

differenziert wurden. In vivo wurde die Kapazität zur Bildung von Teratomen von spontan 

vordifferenzierten hESZ in immundefizienten Mäusen umfassend geprüft. Auch wurden adulte 

CD34+ - Zellen direkt in die Leber von neugeborenen und adulten immundefizienten Mäusen 

appliziert. Die hESZ wurden auf unterschiedlichen Matrizen, wie murinen und humanen Zellen 

kultiviert und zeigten ein vergleichbares Expressionsprofil. Die Analyse der Markerexpression 

der undifferenzierten und spontan differenzierten Zellen erfolgte auf RNA-Ebene. Die spontane 

in vitro Differenzierung der hESZ zeigte zum frühen Zeitpunkt (14 Tage) einen leichten Anstieg 

der frühen endodermalen Marker und des hepatischen Differenzierungsmarkers Albumin. Zum 

späteren Zeitpunkt (82 Tage) wurde auf der Ebene der endodermalen Differenzierung eine höhere 

Expression der hepatischen Transkriptionsfaktoren und des endodermalen Markers verzeichnet, 

der ektodermale Marker war dagegen herunterreguliert. Die Pluripotenzmarker zeigten zu beiden 

Zeitpunkten eine gleich bleibend hohe Expression. Die mittels Ko-Kultur hepatisch induzierten 

CD34+ Zellen zeigten eine schwach ausgeprägte endodermale Differenzierung, nachgewiesen 

durch die Expression von Connexinen und Zytokeratinen. Wesentliche Änderungen der 

Zellmorphologie waren nicht nachweisbar. Die undifferenzierten hESZ exprimierten auf hohem 

Niveau Transkripte für Pluripotenz und die drei Keimblätter, zudem führten sie in vivo zur 

Teratombildung. Die spontane Differenzierung der hESZ in vitro über die Zeit (25, 60 und 89 

Tage) führte zu einer niedrigeren Wachstumsrate und zu einem einheitlicheren 

histopathologischen Phänotyp in vivo. Weiterhin wurden in Teratomen von 25 und 60 Tagen 

vordifferenzierten Zellen frühe endodermale und hepatische Marker gefunden, jedoch keine in 

Teratomen von 89 Tage vordifferenzierten Zellen. Die intrahepatisch transplantierten CD34+ 

Zellen in neugeborenen Mäusen führte zu einem Anwachsen in unterschiedlichen Organen, wie 

Knochenmark, Milz und Thymus, sowie zu einer exklusiven Expression vom B-Zell Marker 

CD19. Nach Applikation in die Lebern von adulten Mäusen wurde dagegen kein Anwachsen in 

den Organen detektiert. Zusammenfassend wurde festgestellt, dass die humanen embryonalen, als 

auch adulten Stammzellen durch Anwendung unterschiedlicher in vitro und in vivo Methoden in 

Zellen mit endodermal-hepatischen, als auch hämatopoetischen Merkmalen,  differenzieren.  
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Kurzfassung Englisch (Abstract) 

In vitro and in vivo studies of the differentiation potential of human stem cells  
In this study we analyzed the spontaneous differentiation of human embryonic stem cells (hESC) 

in vitro and in vivo and we investigate the influence of in vitro differentiation on in vivo teratoma 

formation in immunodeficient mice. Further, the hematopoetic stem cells (CD34+) were 

comparatively examined with respect to their normal and induced hepatic differentiation 

potential. In addition, we proved the engraftment of CD34+ cells in vivo after intrahepatical 

transplantation in immunodeficient mice. The SA002 human embryonic stem cells were cultured 

on irradiated mouse embryonic fibroblasts, on irradiated human foreskin fibroblasts, or feeder-

free using matrigel. The CD34+ stem cells were cultured according to in-house established in 

vitro protocols. The marker expression of undifferentiated and differentiated stem cells was 

monitored by real time RT-PCR. Further microarray profiling, electron microscopy, FACS-

analysis and dye transfer methods, as well as immunohistochemistry were used to determine the 

differentiation status of stem cell preparations. Undifferentiated SA002 stem cells were cultured 

under different conditions. These morphologically undifferentiated cells had a comparable 

marker expression profile, with high expression levels of pluripotency markers and low-to-

moderate expression levels of germ layer markers. The undifferentiated CD34+ cells showed a 

high expression for CD34 transcript whereas endodermal markers were expressed on low level. 

The in vitro spontaneously differentiated SA002 stem cells demonstrated at early time points a 

slight upregulation of endodermal marker expression and of the liver marker albumin. At later 

time points, the expression of transcripts for hepatic and endodermal markers was upregulated, 

whereas expression of the ectodermal marker transcripts was downregulated. Expression of 

pluripotency markers remained high, and hematopoetic markers were not expressed. The induced 

hepatic CD34 cells showed a low endodermal differentiation potential  with expression of 

transcripts for connexins and cytokeratins. Further, significant changes in cell morphology were 

not detectable. SA002 cells that showed spontaneous partial differentiation in vitro had a low 

teratoma formation capacity in vivo. Cells that were partially differentiated led to slower growing 

teratomas with more uniform histology. The intrahepatically transplanted CD34+ cells into 

newborn mice led to an engraftment in various organs like bone marrow, spleen and thymus as 

well as to an exclusive expression of B-cell markers. In summary, we determined that human 

embryonic as well as adult stem cells differentiate in cells with endodermal-hepatic properties 

using different methods. The results presented in this study can contribute to experimental 

research, especially the understanding of processes of organ differentiation, as well as the 

application of cell therapy in the context of regeneration. 
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2 Einleitung und Zielstellung  

Stammzellen werden nach ihrer Herkunft in embryonale, fötale und adulte Typen unterschieden. 

Die hESZ besitzen die Fähigkeit, sich selbst zu erneuern und können in Zelltypen aller 3 

Keimblätter differenzieren. Für die Prüfung dieser Pluripotenz der kultivierten hESZ existieren 

verschiedene Methoden, wie die Expression von Oberflächen- und intrazellulären Markern. Es 

existieren etablierte Zellkulturprotokolle für hESZ, die auf einem Zellrasen oder auf einer 

Beschichtung mit extrazellulären Matrizen basieren.  Die spontane Differenzierung in vitro ist 

variabel und wird bestimmt durch die Herkunft, die Isolierung und die Kultivierungsbedingungen 

der hESZ 1. Spontan differenzierte Zellen enthalten sowohl Progenitorzellen, als auch 

undifferenzierte Zellen, bedingt durch den Mechanismus der Selbsterneuerung, z. Bsp. durch 

asymmetrische Zellteilung. Der in vivo Teratom-Assay ist die Methode der Wahl um die Qualität 

der hESZ in vivo zu beurteilen 2. Der Einfluss einer spontanen oder gerichteten 

Zelldifferenzierung embryonaler Zellen in vitro auf die Teratombildungsfähigkeit in vivo ist nur 

wenig untersucht 3. Adulte Stammzellen sind undifferenzierte Zellen, die in Organen und 

Geweben vorkommen und sich an der Geweberegeneration beteiligen. Eine besondere klinische 

Bedeutung weisen die hämatopoetischen Stammzellen des Nabelschnurblutes auf.  Adulte CD34+ 

Zellen zeigen meistens eine gewebespezifische Differenzierung 4. Aus Literaturdaten ist bekannt, 

dass CD34+ Zellen das Potenzial zur Differenzierung in nicht-hämatopoetisches Gewebe haben, 

wie z Bsp. hepatische Zellen 5. In publizierten Protokollen werden lösliche Faktoren oder 

Cocktails angewandt um eine nicht-hämatopoetische Differenzierung - eine Transdifferenzierung 

- einzuleiten.  Für die hepatische Differenzierung in vitro werden CD34+ Zellen mit dem 

Hepatozyten Wachstumsfaktor, dem epidermalen Wachstumsfaktor und Oncostatin behandelt 6. 

Die Differenzierung wurde hauptsächlich durch die Induktion der endodermal-hepatischen 

Markerexpression, die Morphologie und funktionellen Eigenschaften analysiert. Die 

Transplantation der adulten Stammzellen in immundefiziente SCID Mäuse wurde angewandt um 

das Anwachsen in den Organen und die Differenzierungskapazität zu studieren 7. In 

neugeborenen NOD/SCID/IL2rnull Mäusen wurde eine erfolgreiche Rekonstitution der 

myeloerythroiden und der lymphoiden Reifung nachgewiesen 8. Die CD34+ Zellen werden 

systemisch, intravenös oder intraperitoneal appliziert, um das hämatopoetische Anwachsen und 

die Differenzierung zu untersuchen. Die hier angewandte organspezifische Transplantation der 

adulten Stammzellen in die fetale Mausleber bietet eine Alternative um die humane Hämatopoese 

und die Zelldifferenzierung zu studieren 9. Das Ziel der Arbeit ist erstmals eine vergleichende 

und umfassende Untersuchung des Differenzierungspotenzials von embryonalen und adulten 

Stammzellen unter in vitro und in vivo Bedingungen. 
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3 Methoden 

Die hier im folgenden auszugsweise beschriebenen in vitro- und in vivo Methoden sind in den 

drei Publikationen ausführlich dargelegt,  

1) „Transcriptional expression profile of cultured human embryonic stem cells in vitro and in 

vivo“ 10;   

2) „Intrahepatic transplantation of CD34+ cord blood stem cells into newborn and adult 

NOD/SCID mice induce differential organ engraftment“ 11  und  

3) „Cell differentiation mediated by co-culture of human umbilical cord blood stem cells with 

murine hepatic cells“ 12, ausführlich erläutert. 

3.1 In vitro - Methoden 

3.1.1 Zellkulturtechniken für humane embryonale und adulte Stammzellen 

Die Kultivierung der humanen embryonalen Stammzellen erfolgte auf mitotisch inaktivierten 

murinen Zellen, auf humanen Vorhautfibroblasten und auf Matrigel in Dulbecco's Modified 

Eagel Medium Nutrient F-12 mit verschiedenen Zusätzen. Das Medium wurde jeden zweiten Tag 

gewechselt und undifferenzierte Zellen wurden enzymatisch oder mechanisch alle 5-7 Tage 

passagiert.  Die Isolierung der CD34+ Zellen erfolgte nach einer literaturkundigen Methode 

mittels Dichtegradientenzentrifugation und Magnet-Bead-Technologie.  

Die murinen AML12 Zellen wurden nach Herstellerangaben kultiviert. Für die Produktion von 

konditionierten Medium wurden die konflueneten Zellen in serumfreien Sautin Medium kultiviert 

und alle 1, 3 und 7 Tage wurde der Überstand abgenommen und sterilfiltriert. 

Die humanen Stammzellen (hESZ und CD34+) wurden auf Matrigel beschichteten Wells  mit 

dem konditionierten Medium unter Zusatz verschiedener Wachstumsfaktoren kultiviert. Jeden 2. 

Tag erfolgte ein Mediumwechsel und eine mikroskopische Analyse der Zellen.  

Für die Ko-Kultur wurden die CD34+ Zellen auf  konfluenten murinen AML12 Zellen ausgesät 

und mit Sautin Medium unter Zusatz von 100ng/ml Stammzellfaktor (SCF) und 20ng/ml 

Hepatozyten Wachstumsfaktor (HGF) kultiviert. Proben für die Genexpressionsanalyse wurden 

an verschiedenen Zeitpunkten der Zellkultivierung entnommen. 

3.1.2 Zellanalyse 

Für die Reverse Transkription (RT-PCR) der unterschiedlichen Zellpräparationen und auch der 

Teratome wurden die RNeasy- Kits von Qiagen nach Herstellerangaben genutzt. Für die RNA 

Quantifizierung wurde das Nanaodrop Spektralfotometer von PeqLab eingesetzt. Die RT-PCR 

wurde nach Herstellerangaben unter Verwendung des  TaqMan-Reverse-Transcription-Reagents-

Kit durchgeführt. Für die Echtzeit-Polymearse Kettenreaktion (real time-PCR) wurden 
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humanspezifische Primerassays (siehe Anhang Tabelle A1) und der TaqMan Universal Master 

Mix nach Herstellerangaben eingesetzt. Die relative Quantifizierung erfolgte nach der Ct-

Methode, dabei werden die unterschiedlichen Ct-Werte der analysierten Gene auf das House-

keeping-Gen GAPDH normalisiert. 

Für die Elektronenmikroskopie wurden die unterschiedlich kultivierten CD34+ Zellen nach einem 

etablierten aus Literaturdaten abgeleiteten Protokoll vorbereitet und in einem FEI Morgagni 

Elektronenmikroskop aufgenommen. 

Die Farbstoffübertragung (Dye Transfer) der ko-kultivierten Zellen wurde mit Hilfe einer pkH26 

Färbung der CD34 Zellen und einer CalceinAM Färbung der murinen AML12 Zellen untersucht. 

Die Zellen wurden für 48 Stunden ko-kultiviert, und die Aufnahme von CalceinAM in den 

markierten CD34+ Zellen wurde per Durchflusszytometrie gemessen. 

Für die Durchflusszytometrie wurden die humanen Zellen in murinen Organen nach eigenen 

etablierten Protokollen aufgearbeitet, mit humanen monoklonalen Antikörpern gefärbt, in einem 

FACSCalibur System gemessen und mit Hilfe der CellQuest Software ausgewertet. Die 

Aufarbeitung des Gewebes und die Färbungen für die Immunohistochemie erfolgte nach eigenen 

etablierten Protokollen für die verschiedenen Zellpräparationen und die Gewebeschnitte. 

3.2 In vivo Methoden 

3.2.1 Nachweis der in vivo – Pluripotenz  (Teratom-Assay) und der hepatische 
Differenzierung der hESZ 

Für die Teratombildung in vivo wurden die undifferenzierten und spontan in vitro 

vordifferenzierten humanen embryonalen Stammzellen unter die Haut (subkutan) in einer 1:1 

Matrigelverdünnung in NOD.Cg-Prkdcscid Il2rgtm1Wjl/SzJ (NSG) und in NOD/SCID/IL2r-/- 

Mäuse nach standardisierten Protokollen (SOP) transplantiert. Dabei variierten die Zellzahlen 

zwischen 1.0x10^6 und 1.2x10^6 pro Injektion und Maus. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten 

wurden die Mäuse abgetötet und die Teratome entnommen, gewogen und konserviert. 

3.2.2 Transplantation der CD34+ Stammzellen 

Die immundefizienten NOD/SCID/IL2r-/- Mäuse  wurden 3 - 5 Stunden vor Zelltransplantation 

bestrahlt. Die 6 - 8 Wochen alten adulten Mäuse erhielten 1,6 Gray und die 3 - 5 Tage alten 

neugeborenen Mäuse 1,2 Gray. Für die Transplantation in die Leber der Mäuse wurden 2x10^5 

Zellen in 25µl Zellsuspension eingesetzt. Die Leber der neugeborenen Mäuse sind sichtbar und 

die Transplantation erfolgte ohne Narkose durch die Haut, direkt in die Leber. Die adulten Tiere 

wurden narkotisiert, das Bauchfell wurde aufgeschnitten und die Zellsuspension direkt in die 

Leber injiziert. 
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4 Ergebnisse 

4.1 In vitro  -  Analyse des Differenzierungsstatus der Stammzellen 

Die im folgenden Kapitel kurz beschriebenen Ergebnisse sind detailliert in den Publikationen10;12 

erläutert. Die SA002 Stammzellen wurden auf unterschiedlichen Zellrasen, wie den embryonalen 

Mausfibroblasten (MEF) und humanen Vorhautzellen (HFF), oder zellrasenfrei auf Matrigel 

kultiviert und  blieben für die Analysen längstens 10 Passagen in einem morphologisch 

undifferenzierten Zustand (Anhang Bild A1). Bei der Echtzeit ("real time") - PCR zeigten die 

SA002 Stammzellen ein vergleichbares Expressionsmuster der unterschiedlichen Pluripotenz- 

und Differenzierungsmarker hinsichtlich der verschiedenen Kultivierungsmethoden (siehe 

Tabelle 1).  

Tabelle 1: 

 
SA002 auf MEF 
(n=3)  

SA002 auf HFF 
(n=6)  

SA002 Feederfrei 
(n=6)  

Differenzierte SA002 
(n=3) 

 Undifferenzierte hESZ d14  d82 
Marker  Ctmean  Ctmean   Ctmean   Ctmean   Ctmean 
Oct4 2,81 1,34 1,01 2,44 4,18 
TRA-1 0,83 1,31 0,82 2,58 3,92 
AP 3,84 5,50 5,22 6,33 8,51 
CD34+ 13,74 18,18 17,68 14,60 17,12 
CD38 18,04 16,93 16,27 16,39 17,89 
CD45 ud ud ud ud ud 
AFP 11,03 20,67 16,84 20,37 12,95 
alphaACT 8,03 6,31 6,69 6,45 5,90 
beta-3-TUB 8,26 8,17 7,38 6,59 8,79 
CX32 12,85 16,22 13,34 11,41 16,68 
SOX17 12,52 19,19 17,10 14,46 17,11 
CXCR4 8,36 11,79 11,11 9,09 11,94 
HNF-3beta 9,60 17,25 16,14 16,88 14,57 
HNF-4alpha 9,52 18,03 17,99 17,86 16,02 
C/EBPalpha 9,66 11,20 10,07 8,18 8,56 
ALB 16,47 18,58 17,54 14,38 16,52 
ADH ud ud ud ud ud 
CK19 4,87 6,01 5,60 4,95 4,37 
NES 7,12 7,59 6,07 6,04 6,68 
GAPDH 0 0 0 0 0 
"real time" - PCR Transkriptionsexpressionsprofile (ΔCtmean Werte) der undifferenzierten SA002 
Zellen (Tag 0) mit unterschiedlichen Zellkulturtechniken und von spontan differenzierten SA002 
Zellen (Tag 14, 82). Für die relative Quantifizierung benutzten wir die ΔCt Methode wie folgt: 
ΔCt < 0–4 hohe Expression; ΔCt 4.1–8, moderate Expression; ΔCt 8.1–12, schwache 
Expression; ΔCt 12.1–16, niedrige Expression; ΔCt > 16, keine Expression; ud keine gemessene 
Expression, n Anzahl der Experimente. Die Standardabweichungen der Ctmean Werte  der 
unterschiedlichen Marker lagen im Bereich von ~20%. 
 

Die Pluripotenzmarker wurden bei allen Kultivierungsmethoden gleichermaßen hoch exprimiert, 

der ektodermale Marker beta-3-Tubulin (b-3-Tub), Nestin (NES) und der mesodermale Marker 
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alpha Actin (alphaACT) zeigten eine vergleichbare schwache bis moderate Expression. Die 

endodermalen Marker, wie alpha Fetoprotein (AFP) und SOX17 wurden schwach oder gar nicht 

exprimiert und die hepatischen Differenzierungsmarker Albumin (ALB) und 

Alkoholdehydrogenase (ADH) waren nicht detektierbar. Die hämatopoetischen 

Differenzierungsmarker wurden niedrig exprimiert oder gar nicht detektiert. Ebenso wurde der  

Gallenepithelzellenspezifische Marker Zytokeratin 19 (CK19) auf moderatem Niveau exprimiert 

unabhängig von der Kultivierungsmethode. Die hepatischen Transkriptionsfaktoren (HNF)-3beta 

und (HNF)-4alpha wurden schwach exprimiert bei MEF kultivierten SA002 Zellen. 

Karyotypanalysen der SA002 Stammzellen zeigten keine chromosomalen Veränderungen 

bezüglich der unterschiedlichen Zellkulturtechniken (MEF, HFF oder auf MG), als auch der 

unterschiedlichen Umsetzungsmethoden. Die spontane in vitro Differenzierung  der SA002 

Stammzellen wurde durch die Zellmorphologie (Anhang Bild A1 /D) und das Expressionsprofil 

der auf Matrigel kultivierten Zellen in Abwesenheit vom basischen Fibroblastenwachstumsfaktor 

(bFGF) an Tag 14 und 82 gemessen (Tabelle 1). Während dieser Zeitperiode änderten die hESZ 

ihr typisches Erscheinungsbild von kompakten multizellularen Kolonien hin zu einem Phänotyp 

mit aufgelockertem Zellverband und verschiedenen fibroblastoiden, epithelzellartigen und 

multilayerartigen embryonalen Zellaggregaten. Die SA002 Zellen, die 14 Tage auf Matrigel 

kultiviert wurden, zeigten weiterhin eine hohe bis moderate Expression der Pluripotenzmarker 

(Oct-4, TRA-1, AP). Die endodermalen und hepatischen Marker, wie SOX17, ALB und 

Connexin 32 (Cx32) wurden auf einem leicht höheren Niveau exprimiert, ebenso wie der 

ektodermale Marker beta-3-Tub und der mesodermale Marker alphaACT. Das 

Expressionsmuster der übrigen Marker veränderte sich nicht im Vergleich zu undifferenzierten 

SA002 Zellen. Am Tag 82 wurden die endodermalen Marker AFP, HNF-3-beta und der 

hepatische Marker HNF-4alpha leicht stärker exprimiert als am Tag 14. Die Expression von b-3-

Tub, CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4 (CXCR4) und NES nahm leicht ab, wurde aber auf einem 

niedrigen bis moderaten Niveau detektiert.  Die genannten Pluripotenzmarker, der mesodermale 

Marker und CK19 werden weiterhin hoch exprimiert und veränderten sich nicht mit einer 

längeren Kultivierungszeit (Tag 82). Dagegen wurden die hämatopoetischen 

Differenzierungsmarker unter den gewählten Bedingungen am Tag 82 nicht detektiert. 

Adulte CD34+ Stammzellen zeigten bei der Kultivierung mit konditioniertem AML12- Medium 

eine Erhöhung der Zellzahl und einen adhärenteren Phänotyp im Vergleich zu normal 

kultivierten CD34+ Zellen. In elektronmikroskopischen Untersuchungen konnte bei der 

Kultivierung mit konditioniertem Medium von murinen AML12- Zellen ein enger interzellulärer 

Zell-Zellkontakt der CD34+ Zellen mit Membranfusionen beobachtet werden (Anhang Bild A2). 
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Die Expressionsprofile der CD34+ Zellen wurden durch "real time" - PCR mittels eines Panels 

von humanen Primersets für frühe endodermale und hepatische Marker bestimmt. Bei den PCR- 

Analysen wurden bei normal kultivierten CD34+-Zellen der CD34+ Marker hoch exprimiert, die 

endodermalen bzw. hepatischen Marker wie AFP, ALB oder Cx32 blieben auf niedrigem 

Niveau. Bei der Kultivierung mit konditioniertem Medium nahm die CD34 Expression ab, und 

eine Erhöhung der Cx32 und Cx43 Expression wurde detektiert. Dagegen blieb die Expression 

der endodermalen und hepatischen Marker (AFP, ALB und HNF-4alpha) unverändert. Weiterhin 

wurde das Genexpressionsprofil der CD34+ Zellen mit konditionierten Medium im Vergleich zu 

undifferenzierten CD34+ Zellen durch BeadArray Technologie bestimmt. Es wurde gefunden, 

dass 604 Gene mehr als 2-fach erhöht und 1126 Gene herunterreguliert waren in CD34+ Zellen, 

die für 10 Tage mit hepatischen Medium kultiviert wurden. Außerdem zeigten die Ergebnisse 

der Microarrayanalyse eine diverse Hochregulierung von Genen, die einen Einfluss auf die 

endodermale Differenzierung ausüben, wie E-cadherin (16-fach erhöht) und CK19 (5-fach 

erhöht). Um die Zell - Zell Kommunikation zu analysieren, wurden die CD34+  Zellen mit dem 

Farbstoff pkH26 und die adhärenten murinen AML12-Zellen mit CalceinAM markiert. Danach 

erfolgte die Ko-Kultur (Dye Transfer) und die pkh26/ Calcein positiven Zellen wurden mit Hilfe 

der Durchflusszytometrie quantifiziert (Anhang Bild A3). Bei dieser Ko-Kultur von AML12- 

Zellen mit CD34+ Zellen wurde beim Dye Transfer, als auch im Zeitraffervideo (Anhang Bild 

A4) nur ein sporadischer Kontakt zwischen den Zellen für längere Zeitperioden festgestellt. 

Auch im Elektronenmikroskop wurden keine dichten Zell- Zellkontakte sichtbar, nur 

gelegentliche CD34+ zu AML12 Kontakte an der Peripherie der Plasmamembran. Auf RNA 

Ebene wurde eine leichte Abnahme der Expression des CD34 Transkriptes festgestellt, sowie 

eine Erhöhung der Cx32 und Cx43 Expression und des frühen endodermalen Markers SOX17. 

Weiterhin wurde eine Erhöhung der Zytokeratine 8, 18 und 19 von einem niedrigen zu einem 

moderaten Niveau detektiert. Die endodermalen und hepatischen Marker AFP und ALB blieben 

im wesentlichen unverändert. 

4.2 In vivo - Eigenschaften der humanen embryonalen Stammzellen  

Die in diesem Kapitel beschriebenen Ergebnisse sind umfassend in meiner Publikation10 

erläutert. Die undifferenzierten und die ungerichteten spontan in vitro differenzierten humanen 

embryonalen Stammzellen wurden in immundefiziente Mäuse (NOD/SCID und NSG) appliziert, 

um die Kapazität zur Teratombildung genau zu untersuchen. Die Teratome aus undifferenzierten 

SA002 Zellen wurden am Tag 48 bis 116 entnommen, und Ihr RNA-Expressionsprofil (Tabelle 

2) sowie die Morphologie untersucht. Die in vitro vordifferenzierten hESZ wurden auf Matrigel 
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in Abwesenheit von bFGF für 25, 60 und 89 Tage kultiviert und anschließend subkutan in 

immundefiziente NSG- Mäuse transplantiert. Die daraus resultierenden Teratome wurden am 

Tag 156 entnommen, gewogen und ebenfalls mittels PCR (Tabelle 2) und histologisch analysiert 

und dabei mit Teratomen aus undifferenzierten hESZ verglichen. 

Tabelle 2: 

 Teratombildungskapazität nach subkutaner Transplantation 

 Undifferenzierte hESZ  in vitro vordifferenzierte hESZ 

Marker 0d  Ctmean (n=3) 25d  Ctmean (n=3) 60d  Ctmean (n=3) 89d  Ctmean  (n=3)

Oct4 8,76 7,15 5,71 9,53 
TRA-1 5,02 nd nd nd 
AP 12,54 nd nd nd 
CD34+ 9,89 2,81 5,74 4,18 
CD38 12,69 ud ud 12,54 
CD45 ud ud ud ud 
AFP 6,69 ud ud ud 
alphaACT 9,67 8,37 ud 12,20 
beta-3-TUB 6,19 4,61 9,35 10,60 
CX32 9,04 5,97 7,40 10,00 
SOX17 12,93 7,15 12,89 ud 
CXCR4 7,50 2,74 7,91 ud 
HNF-3beta 8,66 ud ud ud 
HNF-4alpha 8,80 ud ud ud 
C/EBPalpha 8,02 4,91 1,69 6,61 
ALB 12,27 ud 11,73 ud 
ADH ud ud ud ud 
CK19 3,29 4,28 2,72 5,54 
NES 8,47 2,91 8,03 7,23 
GAPDH 0 0 0 0 
"real time" - PCR Transkriptionsexpressionsprofile (ΔCtmean Werte) von Teratomen von 
undifferenzierten hESZ (Tag 0) verglichen mit Teratomen von in vitro spontan 
vordifferenzierten hESZ (Tage 25, 60 und 89). Die Teratome wurden nach 48 bis 156 Tagen 
nach Transplantation analysiert. Für die relative Quantifizierung benutzten wir die ΔCt Methode 
wie folgt: ΔCt < 0–4 hohe Expression; ΔCt 4.1–8, moderate Expression; ΔCt 8.1–12, schwache 
Expression; ΔCt 12.1–16, niedrige Expression; ΔCt > 16, keine Expression; nd wurde nicht 
bestimmt, ud keine gemessene Expression, n= Anzahl und d= Tage. Die Standardabweichungen 
der Ctmean Werte  der unterschiedlichen Marker lagen im Bereich von ~20%. 
 
Die undifferenzierten hESZ bilden in den NSG Mäusen Teratome mit 

Differenzierungsmerkmalen aller drei Keimblätter. Die Keimblattspezifischen Marker, AFP, 

alphaACT und b-3-TUB, wurden in diesen Teratomen auf moderatem Niveau exprimiert. Auch 

wurden Transkripte der Pluripotenzmarker auf niedrigem bis moderatem Niveau detektiert. 

Dagegen zeigt die Analyse der Kinetik der Markerexpression der Teratome aus 

vordifferenzierten hESZ eine reduzierte Expression des Pluripotenzmarkers OCT-4, sowie der 

endodermalen Marker AFP, SOX17, Cx32 und CXCR4, als auch der ektodermale Marker b-3-
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TUB und der mesodermale Marker alphaACT. Die hepatischen Transkriptionsfaktoren HNF-

3beta und HNF-4alpha sind deutlich detektierbar in Teratomen von undifferenzierten Zellen, 

aber nicht nachweisbar in Teratome von spontan vordifferenzierten Zellen. Der hämatopoetische 

Stammzellmarker CD34 wurde dagegen auf hohem Niveau in Teratomen von vordifferenzierten 

Zellen exprimiert und nur schwach in Teratomen von undifferenzierten Zellen. Bei den 

histologischen Untersuchungen zeigten die Teratome aus undifferenzierten hESZ Merkmale aller 

drei Keimblätter, wie knorpelartige und tubuläre Strukturen, sowie epitheliales und stromaartiges 

Gewebe (Anhang Bild A5/ A). Im Gegensatz dazu, findet man in Teratomen aus 

vordifferenzierten Zellen ein heterogeneres Erscheinungsbild (Anhang Bild A5/ B bis D). In 

Teratome von 25 Tagen vordifferenzierten Zellen zeigte sich eine Mischung von verschiedenen 

epithelialen und mesenchymalen Zelltypen mit Kollagen. Zusätzlich sind einige gut aufgebaute 

drüsenartige Strukturen mit sezerniertem Material detektierbar. Teratome, gebildet von 60 Tagen 

vordifferenzierten Zellen bestanden hauptsächlich aus Binde-, Fett-, myxoidem – und fokalen 

Talgdrüsengewebe, sowie aus Einschlusszysten, die Keratinlamellen enthalten. Ein signifikantes 

und einheitlicheres Gewebebild mit überwiegend mesenchymalen Zelltypen mit Kollagen wurde 

gefunden bei Teratomen die von 89 Tagen vordifferenzierten Zellen gebildet wurden.  

Die spontane ungerichtet in vitro Vordifferenzierung der Zellen reduzierte signifikant das 

Teratomwachstum in vivo in NSG Mäusen verglichen mit undifferenzierten hESZ (Anhang Bild 

A6). Ebenso war die endodermale hepatische in vivo Differenzierung dieser Zellen im Vergleich 

zu undifferenzierten hESC Zellen eingeschränkt. Jedoch war die Pluripotenz dieser Zellen immer 

noch auf einem moderaten Level nachweisbar. 

4.3 In vivo - Anreicherung und Differenzierung der adulten CD34+ Stammzellen 

Die Ergebnisse, die in diesem Kapitel erläutert werden, sind in der Publikation11 ausführlich 

beschrieben. Das Kurzzeit- und Langzeitanwachsen (-engraftment) der hämatopoetischen CD34+ 

Stammzellen wurde geprüft nach intrahepatischer (i.hep.) Transplantation in die Leber von 

neugeborenen und adulten Mäusen. Dabei wurden die CD34+ Zellen nach i.hep. Transplantation 

in neugeborene und adulte Mäuse nach drei Minuten und 14 Tagen mittels PCR ("real time") in 

der Leber, Lunge, Milz, Thymus und Knochenmark (KM) detektiert (Anhang Tabelle A2).  

Im Kurzzeitengraftment fand man drei Minuten nach i.hep. Transplantation bei neugeborenen 

und adulten Mäusen 0,02% humane Zellen in der Leber, ähnliche Werte wurden auch in Milz 

und Lunge der neugeborenen Mäuse mittels PCR nachgewiesen. Bei den adulten Tieren konnten 

in Milz, Thymus und Lunge keine humanen Zellen detektiert werden. Weiterhin wurden zu 

diesem Zeitpunkt im KM und Thymus 6 bis 7 mal höhere Mengen von humanen Zellen bei 
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neugeborenen Mäusen gefunden. Dagegen wurden nur drei mal so viele humane Zellen im KM 

von adulten Mäusen detektiert.  14 Tage nach i.hep. Transplantation konnte durch PCR Analyse 

eine erhöhte Anzahl an humanen Zellen im KM (0,54%), in der Milz (0,55%), als auch in der 

Lunge (0,07%) von neugeborenen Mäusen nachgewiesen werden, dagegen wurden bei adulten 

Mäusen keine humanen Zellen in diesen Organen detektiert. Auch mittels Durchflusszytometrie 

wurden nach 14 Tagen niedrige Level an CD34 Zellen im KM, Milz und Leber von 

neugeborenen und adulten Mäusen gefunden. Ähnliche Ergebnisse wurden erstmals durch 

Biolumineszenzanalyse erhalten. Stammzellen, die mit dem pEGFPLuc Vektor nukleofiziert 

wurden, konnten 24 Stunden nach i.hep. Transplantation in den adulten Lebern sichtbar gemacht 

werden, waren jedoch in keinen anderen Organ nachweisbar (Anhang Bild A7). 

Im Langzeitengraftment wurden mittels Durchflusszytometrie 42 und 70 Tage nach i.hep. 

Transplantation der CD34+ Zellen humane HLA-I positive Zellen bestimmt. Am Tag 42 wurde 

eine signifikante Stammzellanreicherung im KM (9,1%) und in der Milz (2,1%) bei 

neugeborenen Mäusen gemessen. In der Leber blieb der Prozentsatz an humanen Zellen konstant 

niedrig. Dagegen konnte am Tag 42 im KM, Blut, Milz und Leber von adulten Mäuse keine 

Erhöhung der humanen Zellen im Vergleich zu Tag 14 durchflusszytometrisch festgestellt 

werden. Am Tag 70 erhöhte sich der Anteil an humanen Zellen in neugeborenen Mäusen 

nochmals deutlich um das 4-fache im KM, um das 2-fache in der Milz und um das 9-fache in der 

Leber. In den adulten Mäusen wurden hingegen signifikant niedrigere Werte von humanen 

Zellen am Tag 70 im Vergleich zu Tag 14 in den genannten Organen detektiert. Die Leber der 

neugeborenen Mäuse stellt daher ein geeignetes Organ für die Differenzierung der 

hämatopoetischen CD34+ Zellen dar. Im Gegensatz dazu ist die Leber der adulten Mäuse 

ungeeignet, da sich hier die ausdifferenzierten Hepatozyten anscheinend in einer 

Zellzyklusruhephase befinden.  
 

Das in vivo Differenzierungspotenzial von i.hep. transplantierten CD34+ Zellen in neugeborene 

Mäuse wurde im KM und in der Milz nach 70 Tagen mittels Durchflusszytometrie bestimmt 

(Anhang Tabelle A3). Im KM wurden 7,8% humane CD34 Zellen  und 30,3% humane CD38 

Zellen, sowie 6,3% humane CD33 Zellen gefunden. Ein hoher Prozentsatz der transplantierten 

Zellen (27,6%) war positiv für den B-Zellmarker CD19, wohingegen keine CD3 und CD15 

positiven Granulozyten in Thymus, Milz oder KM detektiert wurden. Im Vergleich zum KM 

wurden in der Milz ca. 7- bis 8 mal weniger HLA-I positive humane Zellen gefunden. Das 

Differenzierungsprofil der transplantierten Stammzellen geht in der Milz in Richtung B-Zellen, 

CD34- und CD38 Zellen. Es wurde keine myeloide und T-Zell- Differenzierung gefunden, was 
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vergleichbar mit den Ergebnissen aus der Leber ist. In der Leber von adulten Mäusen war 

aufgrund der geringen Zellanreicherung von CD34+ Zellen in anderen Mausorganen nach i.hep. 

Transplantation kein Anwachsen nachweisbar und keine Differenzierung mittels 

Durchflusszytometrie bestimmbar. Diese Ergebnisse deuten auf eine humane Hämatopoese in 

der murinen Leber von neugeborenen Mäusen nach intrahepatischer Applikation der CD34 

Zellen hin. Der Ansatz ist geeignet um so genannte humanisierte Mäuse zu generieren. 

 

5 Diskussion 

Das Ziel dieser Arbeit war die vergleichende Bewertung des Differenzierungspotenzials von 

humanen embryonalen und hämatopoetischen Stammzellen. Der Schwerpunkt der Untersuchung 

lag auf der endodermal-hepatischen Differenzierung dieser Stammzellen in vitro und in vivo.  

Mit einem ausgewählten Panel von Markerproteinen und mittels zellbiologischer Methoden und 

Genexpressionsanalysen wurde diese Eigenschaften erstmals umfassend bestimmt. An humanen 

embryonalen SA002 Stammzellen wurde die Pluripotenz und der Einfluss der spontanen in vitro 

Vordifferenzierung auf die Keimblattbildung in immundefizienten NSG - Mäusen untersucht. 

Weiterhin wurde das endodermal-hepatische Differenzierungspotenzial von hämatopoetischen 

CD34+ Nabelschnurblutstammzellen (CD34+) nach Ko-Kultur auf murinen hepatischen AML12-

Zellen und durch konditioniertes AML12 Medium zum erstem Mal analysiert. Die Rolle des 

Mikromilieus auf die Proliferation und Differenzierung der CD34+ Stammzellen wurde nach 

Transplantation in die Leber von neugeborenen und adulten Mäusen bestimmt. Weitere 

Schwerpunkte der Arbeit waren Aspekte der Zell-Zell-Kommunikation, der Bedeutung von 

sezernierten löslichen Faktoren, sowie der Einfluss des Mikromilieus auf die Differenzierung der 

unterschiedlichen Stammzellen. 

5.1 In Vitro - Eigenschaften und Differenzierungspotenzial der embryonalen und adulten 
Stammzellen 

Zum erstem mal wurde so umfassend der Einfluss einer Ko-Kultur von humanen embryonalen 

Stammzellen (hESZ) mit Zelltypen unterschiedlicher Spezien (human und murin), sowie der 

zellfreien Kultivierung mit Matrigel auf das in vitro Transkriptionsprofil von SA002 Zellen 

geprüft. Ein wesentliches Resultat war, dass keine signifikanten Veränderungen auf die 

Expression von Pluripotenz-  und Keimblattspezifischen Markern nachweisbar war. Eine 

Speziesabhängigkeit (human oder murin) für die Kultivierung konnte nicht nachgewiesen 

werden. Unter den gewählten Kulturbedingungen war die zellfreie Kultivierung mit Matrigel 

wegen der Abwesenheit von akzessorischen Zellen (Begleitzellen) vorteilhaft für weiterführende 
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Zellanalysen. Zur Bestimmung des Expressionsprofils von Pluripotenz- und Keimblattmarkern 

auf RNA Ebene wurde erstmals ein Panel von ausgewählten Markern angewandt. Die 

Quantifizierung der Transkriptionsexpression unter in vitro und in vivo Bedingungen basiert auf 

einem publizierten Taq Man Delta-Ct-system 13. Die in dieser Arbeit kultivierten Stammzellen 

wiesen eine über mehrere Zellpassagen hohe Expression von Pluripotenzmarkern und eine 

geringe bis moderate Expression von keimblattspezifischen Differenzierungsmarkern auf. Daher 

erschienen diese undifferenzierten hESZ geeignet für in vitro und in vivo Untersuchungen zur 

Induktion der Zelldifferenzierung unter ausgewählten Bedingungen. Aus Literaturdaten war 

bekannt, dass Änderungen der in vitro Kulturbedingungen zu morphologischen Änderungen 

führen können 14. In der vorliegenden Arbeit wurde durch Kultur der hESZ auf Matrigel in 

Abwesenheit von bFGF die Kinetik der Veränderung der Zellmorphologie und des 

Differenzierungsprofils umfassend anhand von typischen Zelltranskripten analysiert. Diese 

induzierte spontane Differenzierung der hESZ im Zeitraum bis zu 82 Tagen bewirkte teilweise 

einen moderaten Abfall der Pluripotenzmarker OCT-4 und PODXL (TRA-1). Dagegen wurden 

die Transkripte für die mesodermalen und ektodermalen Marker der hESZ auf einem moderaten 

Niveau exprimiert. Die Expression der Transkripte für die leberspezifischen Marker, wie ALB, 

und auch die frühen endodermalen Marker, wie SOX17 und Cx32, wurden auf einem geringem 

Niveau detektiert. Dieses Ergebnis stimmt mit bereits publizierten Studien überein, die die 

Anwesenheit von neuroektodermalen rosette-artigen Zellen beschreibt, die positiv für Nestin und 

beta-3-Tubulin sind 15.  Die Analyse der Zellen, die 82 Tage kultiviert wurden, zeigte eine 

überwiegende Expression von Transkripten für endodermale Marker, einschließlich die 

Expression von leberspezifischen Transkripten. Literaturdaten belegen, dass eine späte 

Expression der endodermale Marker während der in vitro Differenzierung von SA002-Kolonien 

auftreten 16. Die nach der spontanen Differenzierung nachweisbaren pluripotenten und 

undifferenzierten Stammzellen sind ein Hinweis auf die Selbsterneuerungskapazität der 

embryonalen Stammzellen durch eine asymmetrische Zellteilung 17.  Die Anwesenheit von 

pluripotenten Zellen nach asymmetrischer Zellteilung ist eine wesentliche Voraussetzung für die 

regenerierende Aktivität im Verlauf von degenerativen Erkrankungen und 

Wundheilungsprozessen.  

Die multipotenten hämatopoetischen CD34+ Nabelschnurblutstammzellen sind verantwortlich 

für die Bildung von hämatopoetischen Zellen im Organismus. Andererseits ist aus Literaturdaten 

bekannt, dass eine "Transdifferenzierung" in andere gewebespezifische Zellen möglich ist 18. Die 

Mechanismen dieser Zelldifferenzierung unter Beteiligung direkter Zell-Zell-Kommunikation 
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und/ oder sezernierter löslicher Faktoren waren nicht im Detail untersucht. Verschiedene in vitro 

Protokolle, meist auf der Basis der Kombination von Chemikalien, Wachstums- und 

Differenzierungsfaktoren, wurden benutzt, um eine mehrstufige hepatische Differenzierung 

einzuleiten 5. Als Modelle einer endodermal-hepatischen Differenzierung von CD34+ Zellen 

wurden in unseren Untersuchungen erstmals Ko-Kulturmodelle mit murinen AML12-Zellen 

eingesetzt. Diese Zellen exprimieren auf hohem Niveau mRNA für Serumalbumin, alpha-1-

Antitrypsin, Transferrin und "Gap junction" Proteine wie Connexin 26 und 32. Als Quelle für die 

sezernierten löslichen Faktoren wurde in unserer Arbeit das konditionierte Medium von murinen 

AML12-Zellen eingesetzt um eine endodermale Differenzierung von CD34+ Zellen zu 

induzieren. Es wurde eine erhöhte Expression von Epithelmarkern, wie Zytokeratin 8, 19, sowie 

Marker für "gap junction" Proteine wie Cx32 und Cx43 auf RNA Ebene gefunden. Die 

endodermal-hepatischen Genexpressionsprofile von SOX17, HNF-3-beta, AFP und HNF-4 alpha 

änderten sich nur auf geringem Niveau. Es wird diskutiert, dass Proteine, die für die Zell-Zell-

Kommunikation verantwortliche sind und "gap junctions" Proteine, wie die Connexine, eine 

wichtige Rolle während der Entwicklung und Differenzierung von Stammzellen spielen 19.  In 

direkter Ko-Kultur der CD34+ Zellen auf murinen AML12-Zellen wurde eine Expression von 

Transkripten für Zytokeratin 8, 18 und 19, sowie Connexinen auf moderatem bis hohem Niveau 

gefunden. Eine erhöhte Genexpression von SOX17 wird als Markerprotein für eine endodermale 

Differenzierung der Zellen diskutiert 20. Undifferenzierte CD34+ Zellen wiesen eine niedrige 

Connexin Genexpression (Cx32 und 43) auf, die durch die Ko-Kultur mit murinen AML12-

Zellen auf höherem Niveau exprimiert wurden 21. Der Vergleich der beiden Kulturmodelle mit 

CD34+ Zellen zeigte eine deutliche Differenzierungsinduktion durch Zell-Zell-Wechselwirkung 

im Vergleich zu sezernierten löslichen Faktoren der murinen AML12- Zellen. Die Analyse der 

Transkriptionsexpression der induzierten Zellen deutete auf eine frühe Stufe der endodermalen 

Differenzierung der hämatopoetischen Stammzellen infolge von leberspezifischen Faktoren hin.  

5.2 In vivo - Differenzierungseigenschaften der Stammzellen  

Eine wichtige Eigenschaft zur Bewertung der humanen embryonalen Stammzellen (hESZ) ist die 

Ausbildung von Zellen der drei unterschiedlichen Keimblattstrukturen mit einer Teratombildung 

in vivo 22. Aus ethischen Gründen ist die tetraploide Komplementierung oder die Formation von 

Chimären, in die hESZ involviert sind, in Deutschland nicht erlaubt 23. Als Modell zur 

Bestimmung der Pluripotenz wurde die Teratombildung der hESZ in immundefizienten 

NOD.Cg-Prkdcscid Il2rgtm1Wjl/SzJ (NSG) Mäusen qualitativ und quantitativ untersucht. Es wurde 

erstmals das Markerprofil der Teratome bezüglich der Pluripotenzmarker und der endodermalen 
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(AFP), der ektodermalen (b-3-Tub) und der mesodermalen (alphaACT) Marker durch 

Genexpressionsanalysen bestimmt (Tabelle 2 und Anhang Tabelle A1). Undifferenzierte hESZ 

induzierten in NSG Mäusen Teratome, die durch eine schwache bis moderate Expression von 

Transkripten der Keimblatt- und Pluripotenzmarker definiert waren. Für potenzielle 

Anwendungen von hESZ für regenerative Prozesse ist die Teratombildung durch 

undifferenzierte hESZ ein unerwünschtes und nicht kalkulierbares Risiko. Daher ist im Einzelfall 

zu prüfen, inwieweit in vitro vordifferenzierte hESZ eine geringere Teratombildungsrate mit 

partieller Ausbildung der Zellen in das organoide Gewebe induzieren. Durch ausgewählte 

Kulturbedingungen in vitro wurde eine spontane Differenzierung der hESZ bis Tag 89 (siehe 

Kapitel 4.1) induziert und die in vivo Eigenschaften von teratomartigen Strukturen erweiternd 

untersucht. Die Analyse der Kinetik der Teratombildung der in vitro vordifferenzierten hESZ 

zeigte eine zeitabhängige Verringerung der Teratombildung in vivo. Diese Reduktion der 

Teratombildungsrate war assoziiert mit einer geringeren Expression der Pluripotenzmarker, wie 

auch mit einer deutlich verringerten Expression der Keimblattmarker (Tabelle 2). Dagegen 

zeigte der hämatopoetische Marker CD34 eine stärkere Expression im teratomartigen Gewebe 

von vordifferenzierten Zellen. Es wurden keine Transkripte von endodermalen Markern (ALB, 

AFP und HNF-3/4) in den teratomartigen Strukturen von in vitro spontan differenzierten hESZ 

gefunden. Dies steht in Übereinstimmung mit dem meist einheitlichen mesenchymalen Zellbild, 

welches nach immunhistologischen Analysen von teratomartigen Geweben aus partiell 

differenzierten hESZ angefertigt wurde. Literaturdaten in anderen tierexperimentellen Modellen 

belegen eine Assoziation zwischen langer Kultivierungszeit, Differenzierungsinduktion und 

Teratombildung 24.  Die spontane in vitro Vordifferenzierung der hESZ ist geeignet, die 

Teratombildungsrate im tierexperimentellen Modell  (in vivo) zu minimieren. Inwieweit diese 

Zellpräparationen geeignet sind für Prozesse der regenerative Medizin ist zu prüfen. 

Der Einfluss des Organmikromilieus auf die Differenzierung der hämatopoetischen CD34+ 

Zellen wurde durch die Applikation in die Leber von neugeborenen und adulten 

NOD/SCID/IL2r-/- Mäusen untersucht. Im Gegensatz zur Leber der adulten Mäuse ist die Leber 

von neugeborenen Mäusen ein Ort der Hämatopoese. Aus Literaturdaten ist bekannt, dass die 

extramedulläre Hämatopoese von neugeborenen Mäusen eine strukturelle Mikroumgebung für 

die Proliferation der hämatopoetischen Stammzellen darstellt 25.  In Mikroarrystudien wurde 

gezeigt, das die Mikroumgebung der fetalen Leber den Zellzyklus der applizierten Zellen anregt, 

in dem der Wnt-Signalweg aktiviert ist. Dies steht im Gegensatz zu den Lebern der adulten 

Tiere, wo der Notch-Signalweg wesentlichen Einfluss auf den Ruhezustand der Zellen hat 26. 

Mittels Genexpressionsanalysen wurde die Rolle des Mikromilieus auf die Differenzierung der 
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CD34+ Zellen nach intra hepatischer (i.hep.) Transplantation in die Leber von neugeborenen und 

adulten Mäusen untersucht. In der Kurzzeitorganverteilung der CD34+ Zellen nach i.hep. 

Applikation in neugeborenen Mäusen wurde ein geringer Anteil an humanen Zellen in Leber, 

Lunge und Milz, sowie das 6-fache im Thymus und im Knochenmark (KM) detektiert. Diese 

Ergebnis deutet darauf hin, dass ein Teil der Zellen nach intrahepatischer Transplantation durch 

Zirkulation rasch in andere Organe verteilt wurde und dort anwachsen konnte 27. Die meisten 

i.hep. applizierten CD34+ Zellen wurden 14 Tage nach Transplantation in hämatopoetischen 

Organen, wie KM und Milz, gefunden. In den Lebern der adulten Mäuse dagegen wurde nur ein 

geringer Anteil an humanen Zellen in Leber und KM gefunden, der nach 14 Tagen nicht mehr 

detektierbar war. Diese Ergebnisse korrespondieren mit der Anzahl von humanen HLA-1 

positiven Zellen, die mittels Durchflusszytometrie zu diesem Zeitpunkt detektiert wurden. Der 

Einfluss des Organmikromilieus in der Langzeitorganverteilung zeigte, dass in neugeborenen 

Mäusen die Anzahl an humanen Zellen in den Organen zunimmt, während in adulten Mäusen 

dagegen zu späteren Zeitpunkten keine nachweisbar waren. Im KM und in der Milz von 

neugeborenen Mäusen wurden die meisten humanen Zellen detektiert. Aus Literaturdaten ist 

bekannt, dass eine Verschiebung der Maushämatopoese von der Leber zum KM und Milz 

nachweisbar ist, durch Veränderung des Mikromilieus und durch Änderung der 

Zellzykluseigenschaften 26. Diese differenzierten humanen Zellen exprimieren den CD19 B-

Zellmarker (Leukozyten) auf hohem Niveau, was auf eine linienspezifische Hämatopoese der 

applizierten CD34+ Zellen schließen lässt 28. Die Abwesenheit von weiteren differenzierten 

humanen Leukozyten und undifferenzierten CD34+ Zellen deutet auf eine nicht vollständige 

linienspezifische Differenzierung der humanen Zellen in den Mausorganen hin. Aus der Literatur 

ist bekannt, dass unterschiedliche Transplantationsarten für hämatopoetische Stammzellen 

unterschiedliche Muster der Zelldifferenzierung auslösen. So wurde ein hoher Anteil an CD34+ 

Zellen, sowie CD38 Zellen und die Ausbildung von reifen B-Zellen nach i.hep. Transplantation 

und weniger unreife Zellen nach systemischer Applikation gefunden 29. Auch die Applikation in 

andere immundefiziente Mausstämme zeigte, dass hämatopoetische Stammzellen weitere Typen 

von Immunzellen bilden 30.  Der Vorteil der i.hep. Transplantation in NOD/SCID Mäusen ist die 

exklusive CD19 B-Zelldifferenzierung ohne signifikante T-Zellanreicherung. Dieses Modell 

kann daher genutzt werden um spezifische zelluläre Therapien im Rahmen der regenerativen 

Medizin zu untersuchen, sowie um humane Antikörper zu generieren 31. Im Gegensatz zur 

adulten Leber, stellt die fetale Mausleber ein hierfür geeignetes Modell dar.
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Anhang 
 
Tabelle A1: Die TaqMan Gen Expressions Assays® von Applied Biosystems. 
 

Assay-ID 
(Applied Biosystem) 

Genname Gewebe/ Spezifität 

Hs00156373_m1 CD34, hCG21280 humane CD34+ Stammzellen, adulte 
Stammzellen 

Hs00233552_m1 CD38, T10 Leukozyten 
Hs00174541_m1 CD45, PTPRC Hämatopoetischen Stammzellen 
Hs01895061_u1 POU5F1, OCT3 Pluripotenz, undifferenzierter Phänotyp 
Hs00751752_s1 SOX17 Fetale Leber, definitives Endoderm 
Hs00237052_m1 CXCR4 Fetale Leber, definitives Endoderm 
Hs00173490_m1 AFP, hCG15197 Fetale Leber, spezifisch für Endoderm 
Hs00609411_m1 ALB, hCG14967 Adulte Leber, Hepatozyten 
Hs00232764_m1 HNF-3beta, FOXA2 Fetale Leber, definitives Endoderm 
Hs00230853_m1 HNF-4alpha Adulte Leber, Hepatozyten 
Hs00269972_s1 CEBPA, hCG20142 Adulte Leber, Hepatozyten 
Hs00761767_s1 KRT19, hCG2043341 Gallenepithelzellen, reife Gallenzellen 
Hs00707120_s1 NES, hCG1999207 Neuronale Progenitorzellen 
Hs00606316_m1 ACTC, hCG38786 spezifisch für Mesoderm 
Hs00801390_s1 TUBB3, hCG1983504 spezifisch für Ectoderm 
Hs99999905_m1 GAPDH, hCG2005673 Postitivkontrolle (House keeping geene) 
Hs00605167_g1 ADH Adulte Leber 
Hs00702141_s1 Cx32, GJB1 Leber, "gap junction" (Zell-Zell-Kontakt) 
Hs01574644_m1 TRA-1, PODXL Pluripotenz, undifferenzierter Phänotyp 
Hs01029144_m1 AP, ALPL Pluripotenz, undifferenzierter Phänotyp 
 

Diese Prim ersets wurden für die relative Qu antifizierung zur Analyse des Markerexpressions-
profils von undifferenzierten hum anen em bryonalen Stamm zellen (hESZ) und von spontan in 
vitro differenzierten hESZ eingesetzt. Die undiffere nzierten hESZ wurden m it unterschiedlichen 
Zellkulturtechniken kultiviert. W eiterhin wurden  diese Marker auch für die Bestimmung de s 
Transkriptionsexpressionsprofil von Teratom en benutzt, die von undifferenzierten und von 
spontan in vitro vordifferenzierten hESZ generiert wurden. 
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Tabelle A2: Kurzzeitorganverteilung von intra hepatisch transplantierten CD34 + Zellen in 
Organen von neugeborenen und adulten Mäusen. 
 

    Knochenmark Milz Thymus Leber Lunge 
Neugeborene 3 Minuten 0,15% 0,03% 0,13% 0,02% 0,02% 
 Mäuse 14 Tage 0,54% 0,55% 0,19% 0,01% 0,07% 
Adulte 3 Minuten 0,07% 0% 0% 0,02% 0% 
 Mäuse 14 Tage 0% 0% 0% 0% 0% 
Die Ergebnisse werden als (Mittelw ert) Proz ent der hum anen Zellen in jeder Gruppe von 2 
Neugeborenen (3 Tage alt) und adulten Mä usen angegeben, die jeweils 2x10^5 CD34 + Zellen 
intra hepatisch injiziert bekamen. Die Quantifizierung der hum anen Zellen in den verschiedenen 
Mausorganen nach 3 Minuten bzw. 14 Tagen e rfolgte durch auf RNA Ebene (PCR). Es wurde 
ein verstärktes Anwachsend der hum anen Zelle n im  Knochenm ark und Milz in neugeborenen 
Mäusen 14 Tage nach Zelltransplantation im Vergleich zu 3 Minuten  nach  Applikatio n 
detektiert. Im Thymus, Leber uns L unge waren di e Anwachsraten zu beid en Zeitpunkten gleich  
bleibend niedrig. In adulten Mä usen wurden keine hum ane Zellen nach 14 Tagen gefunden und 
sehr geringe Werte 3 Minuten nach Transplantation. 
 

 

Tabelle A3: Linienspezifische Differenzierung der humanen Zellen in Mausorganen nach intra 
hepatischer Transplantation von adulten Stammzellen in neugeborene Mäuse. 
 

Marker % humane Zellen im Knochenmark % humane Zellen in der Milz 
HLA-I 35,30 ± 20,88 4,90 ± 2,70 
CD34 7,38 ± 7,42 0,25 ± 0,19 
CD38 30,27 ± 18,71 4,37 ± 2,32 
CD33 6,39 ± 5,27 nd 
CD19 27,63 ± 13,56 2,19 ± 0,72 
CD3 0 0 
CD15 0 0 
Durchflusszytometrische Bestimmung (Mitte lwert  Standardabweichung) der hum anen Zellen 
und deren Subpopulationen im Knochenm ark und in der Milz von NOD/SCID Mä usen 70 Tage 
nach intra hepatischer Transplantation der CD34+ Zellen in neugeborene Mäuse. Die Werte sind 
Mittelwerte  Standardabweichung von je 10 Mäusen  in 2 unabhängigen Experim enten (nd = 
wurde nicht bestimmt) 
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Bild A1: Morphologie der kultivierten humanen embryonalen SA002 Stammzellen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Im Bild A1 sind repräsentativ dargestellt: undi fferenzierte SA002 Zellen (P50) auf inaktivierten 
MEFs (A), undifferenzierte SA002 Zellen (P51) au f inaktivierten HFFs (B) und undifferenzierte 
SA002 Zellen (P56) Zellrasenfrei auf Matrigel  unter Zugabe vom  Wachstum sfaktor bFGF 
gewachsen (C). (D) spo ntan in vitro differenzierte SA002 Zellen (P61) , sie wurden zellrasenfrei 
auf Matrigel in Abwesenheit von Wachstumsfaktoren kultiviert. (Vergrößerung x100). 
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Bild A2: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der adulten CD34+ Zellen 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Der morphologische Vergleich zwis chen frisch isolierten C D34+ Zellen (A) und CD34 + Zellen, 
die 7 Tage m it konditionierten Medium kultiviert wurden (B + C). Die unbehandelten, frischen  
CD34+ Zellen zeigen keine deutliche Bildung von Microvilli und kaum Zell-Zell-Kontakte (A), 
wohingegen die behandelten C D34+ Zellen einige Zellaus läufer m it charakter istischen 
Kinozilien und Stereozilien (B) entwickelten. Auch Membranfus ionen (C) wurden beobachtet. 
Maßstab in A 1µm und in B und C 500nm. 
 
 

Bild A3: Durchflußzytometrische Analyse des Dy e-Transfers zwis chen m urinen AML12-  
Zellen (CalceinAM markiert) und adulten CD34+ Zellen (pkH26 markiert) in Ko-Kultur. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Zu den Zeitpunkten 0 (A) und 48h (B) nach Markierung der CD34 + Zellen mit pkH26 sind keine 
wesentliche Unterschiede in der C alcein vermittelten Fluoreszenzintentsität messbar. Nach 48h 
in Kokultur m it den CalceinAM m arkierten murinen AML12 Zellen nahm en 7,18% (C) der 
CD34+ Zellen Calcein auf und waren doppelt p ositiv. Um diese Metho de zu valid ieren wurden 
die CD34 + Zellen für 48h m it Retinsäure (Aktivator ) und m it 3-Heptanol (Inhibitor) inkubiert. 
Retinsäure erhöhte die Aufnahme von Calcein auf 15,32% (D ), wohingegen 3-Hepatnol die 
Aufnahme von Calcein auf 1,19% (E) reduziert. 
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Bild A4: Zeitraffervideo von ko-kultivierte n m urinen AML12 Zellen und adulten 
Nabelschnurblutstammzellen (CD34+).  

VideoCocultureCD34_AML12.wmv  

 
Videoaufnahmen über 24 h von ko-kultivierten  ClaceinAM markierten murinen AML12 Zellen 
(grün) und pkH26 m arkierten CD34 + Zellen (rot). Zeitintervall der Videoaufhnahm e war alle 
5min bei 20 facher Vergrößerung. Das Video zeigt die seltenen und sporadischen Zell-Zell-
Kontakte zwischen beiden Zelltypen. 
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Bild A5: Immunhistochemische Aufnahmen der Teratome aus humanen embryonalen Zellen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
H/E Färbung der Teratom e aus undifferenz ierten SA002 Zellen (A) und von spontan in vitro 
vordifferenzierten SA002 Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten: Kultivierung für 25 Tage (B), 60 
Tage (C) und 89 Tage (D). Die Teratom e wu rden subkutan in imm undefiziente Mäuse  
transplantiert und diese wurden nach 48 Tage n (A) und nach 156 Tagen (B - D) abgetötet. 
Vergrößerung x 200. 
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Bild A6: In vivo Teratomwachstum der unterschiedlichen humanen Stammzellpräparationen 

 
Vergleich des in vivo Teratomwachstums von undifferenzierten und in vitro vordi fferenzierten 
humanen SA002 Sta mmzellen (25, 60 und 89 Tage ) nach subkutaner Transplantation in 
immundefiziente Mäuse. Die zeitabhängige in vitro Vordifferenzierung bewirkt eine signifikante 
Reduktion des Teratomwachstum s (*** p<0,001) im  Vergleich zu undifferenzierten hum anen 
Stammzellen. Der Tumordurchm esser wurde m anuell m it einem  Meßschieber bestimm t, das 
Tumorvolumen wurde nach der Formel Länge*Breite*Breite/2 bestimmt. 
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A B CA B C

Bild A7: Biolumineszenzaufnahmen (in vivo) von intrahepatisch applizierten CD34+ Zellen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Darstellung des Kurzzeitanwachsens von intra hepatisch transplantierten CD34+ Zellen in die 
Leber von adulten immundefizienten NOD/SCID Mäusen. Die Biolumineszenzanalyse wurde 
20h nach Applikation ausgewertet. Bild A zeigt die Negativkontrolle, in Bild B wird die 
Rückenlage und in Bild C die Bauchlage einer Maus dargestellt, der 5x10^5 CD34+ Zellen i.hep. 
appliziert wurden. Diese CD34 Zellen wurden vorher in vitro mit dem pEGFPLuc-Vektor 
nukleofiziert. Es ist zu erkennen, dass sich die CD34+ Zellen kurzzeitig in der Leber der adulten 
Maus anreichern. Diese Zellanreicherung ist allerdings nur bis 48h nach i.hep. Applikation 
sichtbar. 
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