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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zu den Kulturbedingungen

3.1.1 Einfluss verschiedener Serumkonzentrationen auf didProliferation
und die Differenzierung von ES Zellen

Der Einfluss der Serumkonzentration im Kulturmediwaf die Proliferation und die
Differenzierung der embryonalen Stammzellen (ES ledg@l wurde in einem

Konzentrationsbereich von 5 — 30 % untersucht.

Im Proliferationstest zeigten die Wachstumsratemr &S Zellen eine proportionale

Abhangigkeit zur Serumkonzentration (Abb. 5). Dalarde bei einem Serumanteil von 5 %
im Kulturmedium ein signifikant geringeres Wachstder Zellen beobachtet als bei 15 %
und 20 %. Unter dem Einfluss von 30 % Serum erteichdie Zellen die hdchsten
Proliferationsraten.

Bei der Auswertung der Differenzierungstests amsMenstag 10 konnte kein Einfluss der
Serumkonzentration auf die Differenzierung zu Hargkelzellen beobachtet werden (Tab.
1). Die Auswertung an Versuchstag 7 zeigte hingegdass zu diesem frihen
Auswertungszeitpunkt bei Serumkonzentrationen vén Gnd 15 % signifikant mehr Wells

kontrahierenden Kardiomyozyten enthielten als b& % und 30 %. Signifikante

Unterschiede zwischen Versuchstag 7 und Versuchlisiagner Serumkonzentration wurden
ebenfalls nur bei 20 % und 30 % beobachtet.

Da ein Serum aufgrund seiner undefinierten und abéen Zusammensetzung die
Standardisierung der Kulturbedingungen verhindeitd angestrebt, den Serumanteil im
Kulturmedium zu reduzieren. In diesen Voruntersugfan konnten in den Differenzierungs-
und Proliferationstests mit einer Serumkonzentravon 15 % vergleichbare Ergebnisse
erreicht werden wie mit 20 % Serum. Fur die Durbhfing der Proliferations- und
Differenzierungstests im Rahmen der der Hauptstudiede die Serumkonzentration in den

Testmedien daher auf 15 % eingestellt.
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Abb. 5: Einfluss der Serumkonzentration auf die Prdiferation von ES Zellen

Prozentangaben geben den prozentualen Anteil tadsridbovinen Serums im Kulturmedium

an; die Hohe der Balken zeigt die Mittelwerte dptischen Dichten; die Fehlerbalken zeigen

das 95 %-Konfidenzintervall des Mittelwertes (n=23je statistische Auswertung (ANOVA
mit nachfolgendem Test nach Tamhane) erfolgte img&eh zum Ansatz 15 %; * - p < 0,05.

FBS im Versuchstag 7 Versuchstag 10
Kultur-
) mit k. K. (%) |ohne k. K. (%) | mitk. K. (%) | ohne k. K. (%)
medium
5% 22 (91,7) 2 (8,3) 23 (95,8) 1 (4,2)
15 % 24 (1200) 0 (0) 24 (100) 0 0)
20 % 18 (75,0) *| 6 (25,0) 124 (200) #| O ©O) 4
30 % 7 (29,2) *| 17 (70,8) 121 (87,5) #| 3 (12,5) 4

Tab. 1: Einfluss der Serumkonzentration auf die Diferenzierung von ES Zellen

FBS: Fetales bovines Serum; mit k. K.: Wells mibkahierenden Kardiomyozyten; ohne k.
K.: Wells ohne kontrahierende Kardiomyozyten. Stather Vergleichyf-Test) erfolgte

zum Ansatz 15 % des gleichen Versuchstages (*) baischen den Versuchstagen 7 und 10

einer Serumkonzentration (#); *, # - p < 0,05.
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3.1.2 Einfluss der Hitzeinaktivierung des Serums auf did°roliferation und

Differenzierung von ES Zellen

Um den Einfluss der Hitzeinaktivierung der Serummgka die fur die Kultivierung der
embryonalen Stammzellen im Rahmen der Hauptstudievandet werden sollte (437A,
Biochrom), zu Uberprifen, wurden Proliferations-dubifferenzierungstests durchgefihrt.
Dabei wurde jeweils der Einfluss von unbehandeltech hitzeinaktiviertem fetalem bovinem
Serum (FBS) in Konzentrationen von 10 %, 15 % ud@®untersucht.

In den Proliferationstests wurden bei der unterarch Serumcharge nach der
Hitzeinaktivierung des FBS signifikant hohere Heshtionsraten im Vergleich zu
unbehandeltem Serum erreicht (Abb. 6).

Bei der Auswertung des Differenzierungstests amsigrstag 10 konnte kein Einfluss der
Warmebehandlung des FBS auf die Differenzierungietzmuskelzellen beobachtet werden
(Tab. 2). Am Versuchstag 7 waren hingegen die Aatder Wells mit kontrahierenden
Kardiomyozyten bei den Testansatzen mit hitzeinatiem Serum deutlich héher als bei
denen mit unbehandeltem Serum. Die UnterschiedenMaei den Serumkonzentrationen 10
% und 20 % signifikant.

Da die Warmebehandlung der untersuchten Serumchanga positiven Einfluss auf die
Proliferation der Zellen zeigte und Nachteile dudid Hitzeinaktivierung nicht zu erkennen
waren, wurde hitzeinaktiviertes Serum als Bestahdties Kulturmediums fur die

Kultivierung der ES Zellen im Rahmen der Hauptstudirwendet.
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Abb. 6: Einfluss der Hitzeinaktivierung auf die Prdiferation von ES Zellen

Untersuchung der Serumcharge 437A (Biochrom); Pitargaben geben den prozentualen
Anteil des fetalen bovinen Serums im Kulturmediumfa: hitzeinaktiviert; ub: unbehandelt.
Die Hohe der Balken zeigt die Mittelwerte der ogiisn Dichten; die Fehlerbalken zeigen das
95 %-Konfidenzintervall des Mittelwertes (n=20).afstischer Vergleich (t-Test) erfolgte
jeweils zwischen dem unbehandelten und dem hitkBubarten Ansatz einer
Serumkonzentration; * - p < 0,05.

FBS im Versuchstag 7 Versuchstag 10
Kultur- . .
) mit k. K. (%) |ohne k. K. (%) | mitk. K. (%) | ohne k. K. (%)
medium
10% hi |21 (87,5) 3 (12,5) 24 (100) 0 0)

10%ub | 9 (37,5) *| 15 (62,5) 123  (95,8) #| 1 (4,2) #

15%hi |20  (83,3) 4 (16,7) | 24  (100) 0 (0)

15%ub |13 (54,2) | 11 (458) | 23 (958 # 1 (4,2)| #

20%hi |19  (79,2) 5 (20,8) | 23  (95,8) 1 (4,2)

20%ub |8 (33,3) *| 16  (66,6) 124  (100) #| O ) #

Tab. 2: Einfluss der Hitzeinaktivierung auf die Differenzierung von ES Zellen

Untersuchung der Serumcharge 437A (Biochrom); FB$tales bovines Serum; hi:
hitzeinaktiviert; ub: unbehandelt; mit k. K.: Wettst kontrahierenden Kardiomyozyten; ohne
k. K.: Wells ohne kontrahierende Kardiomyozyten.r Beatistische Vergleichyt-Test)
erfolgte jeweils zwischen dem unbehandelten und detzeinaktivierten Ansatz einer
Serumkonzentration am selben Versuchstag (*) bavischen den Versuchstagen 7 und 10
einer Serumkonzentration-/behandlung (#); *, # @05 (n=24).
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3.1.3 Inaktivierung der STO-Fibroblasten und Trennung von ES Zellen

In Vorversuchen zur Inaktivierung der STO-Fibrobdas mit Mitomycin C und zur
Aufreinigung der Stammzellen von den STO-Fibroldast wurden verschiedene
Inkubationszeiten (2 - 4 h) und Lésungsmittel fius dMitomycin (PBS, Kulturmedium fir
STO-Fibroblasten) Uberpruft. Dabei stellte sich diaktivierung durch Inkubation der
Fibroblasten mit 10 pg/ml Mitomycin C in Kulturmedn tber 4 h bei 37° C als geeignete
Methode heraus (Ergebnisse nicht dargestellt).

Eine vollstdndige Trennung der beiden Zellliniemkeyonale Stammzellen D3 und STO-
Fibroblasten) war mit der in Kapitel 2.3.1.3 beselbenen Methode nicht moglich. Um den
Grad der Trennung beurteilen zu kénnen, wurden evithder einzelnen Arbeitsschritte des
Trennverfahrens die Anteile der beiden ZelltyperdanGesamtpopulation nach Bestimmung
der Zellzahlen mithilfe einer Neubauer-Kammer benet. Die Zellen wurden dabei anhand
ihrer Morphologie und Gro3e den Zelllinien zuge@idrmbweichend von der in Kapitel
2.3.1.3 angegebenen Methode wurden diese Vorvezsmitheiner Anhaftzeit der Zellen in

der Zellkulturflasche von 30 min durchgefuhrt.

Wie in Abb. 7a dargestellt, betrug der durchschalii¢ Anteil der STO-Fibroblasten an der
Gesamtpopulation zu Beginn des mehrere Arbeitdsehumfassenden Trennverfahrens 6,2
%, nach Abschluss nur noch 2,4 %. Der Anteil derbmonalen Stammzellen nahm
entsprechend von 93,8 % auf 97,6 % zu.

Bei der Betrachtung der absoluten Zellzahlen (Atit). wird deutlich, dass im Verlauf des
Trennverfahrens sowohl die Anzahl der STO-Fibrdklasals auch die der Stammzellen
signifikant abnahm. So waren nach dem letzten Agbelritt (Anhaften der Zellen in der
Zellkulturflasche tiber 30 min) nur noch etwa 3,5 ES Zellen im Uberstand.

Der Bedarf an ES Zellen bei dem Passagieren sitztzeisammen aus der in die neue
Zellkulturflasche zu Uberfihrenden Zellzahl und di@r die Durchfiihrung der geplanten
Untersuchung benétigten Zellzahl (etwa 3 R Z6llen je Auswertungsmethode).

Fur die in der Hauptstudie geplante Uberfilhrung vox 10 Stammzellen in die neue
Zellkulturflasche und eine zusétzliche Untersuchdeg Zellen mit einer der beschriebenen
Auswertungsmethoden war die Anzahl der embryona®tammzellen nach dem
Trennverfahren mit 30-mindtiger Anhaftzeit in gelabeschichteter Zellkulturflasche nicht

ausreichend. Daher wurden wahrend der DurchfuhadergHauptstudie bereits nach dem
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ersten Trennungsschritt (Absinken der Zellen tbenib im Zentrifugenrohrchen) die ES
Zellen fur die weitere Kultivierung in den Zellkutflaschen abgenommen. Die
Untersuchungen der Stammzellen auf die Stammzelkdader die Durchfiihrung des EST
erfolgten hingegen erst nach dem letzten Arbeitgsates Trennverfahrens (Anhaftung der
Zellen in der gelatinebeschichteten Zellkulturflaes Um ausreichende Zellzahlen fir die

Auswertungen zu gewabhrleisten, wurde im RahmerHaeiptstudie diese Anhaftzeit auf 20
min verkirzt.
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Abb. 7: Bestimmung der Zellzahlen wahrend des Trenverfahrens der ES Zellen von
STO-Fibroblasten

a) relative Anteile der beiden Zelllinien in derl8aspension

b) absolute Zellzahlen nach Zellzahlbestimmung ifgtiNeubauer Zahlkammer

Die HOhe der Balken zeigt die Mittelwerte, Fehldkba zeigen das 95 %-Konfidenzintervall
des Mittelwertes (n=12); Zeitpunkt der Zellzahll@sbung: ,Ausgangssituation®: In der
Zellsuspension nach dem Abstoppen der Trypsinmakior dem Absinken tber 5 min;
,hach Absinken“: Im Uberstand nach 5 min Absinkesr dellen; ,nach Anhaftung®: Im
Uberstand nach 30 min Kultivierung der Zellen inatjgebeschichteten Zellkulturflaschen.
Statistischer Vergleich erfolgte jeweils zum denit@lenkt ,Ausgangssituation” (*) bzw. zum
Zeitpunkt ,nach Absinken* (#) der gleichen Zellkni*, # - p < 0,05.



Ergebnisse 51

3.2 Qualitatskontrollen der embryonalen Stammzellen

In Anlehnung an das Protokoll des Embryonic Sterth Test (EST) (Spielmann and Scholz,
1999) wurden die ES Zellen nach dem Auftauen iere@ualitétskontrolle auf ihre Eignung
fur die Durchfuhrung der Proliferations- und Di#ezierungstests untersucht. Daflr wurde
jeweils der Einfluss von 1000 pg/ml Penicillin Ge(R Negativkontrolle) und steigenden
Konzentrationen 5-Fluorouracil (FU, 0,015 pg/mpdug/ml, 0,045 pg/ml, 0,06 pg/ml) auf
die Proliferation und die Differenzierung der ESI&® Uberpruft.

Die unbehandelte Kontrolle und die Negativkontrodiellen im Differenzierungstest in
mindestens 21 der 24 Wells kontrahierende Herznizslken aufweisen. Im
Proliferationstest soll die optische Dichte digsentrollen in Bereichen zwischen 0,9 und 1,6
liegen. Die Behandlung der Zellen mit FU soll zoegikonzentrationsabhangigen Hemmung

der Differenzierung und der Proliferation fuhren.

In den Abb. 8 und 9 bzw. Tab. 3 und 4 sind die Bnggse aus vier Qualitatskontrollen
zusammengefasst dargestellt.

Ein Effekt des als nicht-embryotoxisch klassifizggr Penicillin G auf die Proliferation und
die Differenzierung der ES Zellen war nicht zu bediien.

Die mit der embryotoxischen Substanz FU inkubiertefellen zeigten eine
konzentrationsabhangige Abnahme der Proliferatioreiaer Konzentration von 0,03 pg/ml
(Abb. 8). Die anhand der absoluten optischen Dicldigrchgefuhrte statistische Auswertung
der Proliferationstests ergab ein signifikant schleres Wachstum der Zellen ab einer
Konzentration von 0,045 pg/ml Fluorouracil (Tah. 3)

Abbildung 9 zeigt die starken Schwankungen des kiiffe des Fluorouracil auf die
Differenzierung von Stammzellen zu HerzmuskelzeiteiKonzentrationsbereichen von 0,03
pg/ml und 0,045 pg/ml. Durch die Konzentration @3 pg/ml FU wurde in zwei der vier
dargestellten Qualitatskontrollen die Differenzieyuder ES Zellen zu kontrahierenden
Herzmuskelzellen vollstandig verhindert. In dendeei anderen Versuchen lagen die Anteile
der Wells mit kontrahierenden Herzmuskelzellen18#) %.

Im Differenzierungstest war der Anteil der konterenden Kardiomyozyten ab einer

Konzentration von 0,03 pg/ml Fluorouracil signifitaeringer als bei der UK (Tab. 4).
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Abb. 8: Proliferationstests von Qualitatskontrollender ES Zellen

Zusammenfassung der Ergebnisse aus 4 QualitatekentrDie HOhe der Balken zeigt die
Mittelwerte der relativen optischen Dichten; die hiegbalken zeigen das 95 %-
Konfidenzintervall des Mittelwertes. UK: UnbeharntdeKontrolle; Pen: Penicillin G (1000
pag/ml); FU: Fluorouracil (Konzentrationsangabemgiml).

N | Mittel- Standard- 95 %- Konfidenzintervall
wert Abweichung fur Mittelwert
Untergrenze | Obergrenze
UK 74 0,931 + 0,159 0,894 0,968
Pen 51 0,967 +0,198 0,911 1,022
FU 0,015 | 50 0,923 +0,172 0,874 0,972
FUO0,03 | 50| 0,813 +0,281 0,734 0,893
FU 0,045 | 50 0,555 +0,341 * 0,458 0,652
FU 0,06 | 51 0,192 +0,073 * 0,172 0,212

Tab. 3: Proliferationstests von Qualitatskontrollender ES Zellen

Zusammenfassung der Ergebnisse aus 4 Qualitdtskentr UK: Unbehandelte Kontrolle;
Pen: Penicillin G (1000 pg/ml); FU: Fluorouracil dkzentrationsangaben in pg/ml); N:
Stichprobenumfang. Statistischer Vergleich (ANOVAit mnachfolgendem Test nach
Tamhane) erfolgte jeweils zum Ansatz ,UK"; * - p0s05.
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Abb. 9: Differenzierungstests von Qualitatskontrolen der ES Zellen

Ergebnisse aus 4 Qualitatskontrollen. ProzentuAlgeil der Wells mit kontrahierenden
Herzmuskelzellen am Versuchstag 10. UK: Unbehaead&introlle; Pen: Penicillin G (1000

pa/ml); FU: Fluorouracil (Konzentrationsangabemgiml) (jeweils n=24).

Versuchstag 10
mit k. K. (%) | ohne k. K. (%)

UK 96  (100) 0 (0)

Pen 95 (99,0) 1 (1,0)
FUO0,015|94  (97,9) 2 (21)
FU 0,03 | 48 (50,0) *| 48 (50,0) *
FU0,045| 9 (9,4) *| 87  (90,6) *
FUO006 | O (0) *| 96 (100) *

Tab. 4: Differenzierungstests von Qualitatskontrolen der ES Zellen

Zusammenfassung der Ergebnisse aus 4 QualitadtskentrAnzahl der Wells mit bzw. ohne
kontrahierenden Kardiomyozyten (k. K.) am VersuahsiO (n=96). UK: Unbehandelte
Kontrolle; Pen: Penicillin G (1000 pg/ml); FU: Fhearacil (Konzentrationsangaben in
pg/ml); Die statistische Auswertung (exakter TemtinFisher) erfolgte jeweils zum Ansatz

nUK“; * - p < 0,05.
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3.3 Hauptstudie

Wie in Kapitel 2 beschrieben, wurden in der Hawmtis die embryonalen Stammzellen (ES
Zellen) mit unterschiedlichen Methoden der Diffai@nungshemmung Uber einen Zeitraum
von 50 Passagen kultiviert. Die daflir gewahltentaresitze sind im Folgenden noch einmal

aufgefihrt:

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

B: 2000 U/ml LIF

C: 20 ng/ml OsM (Oncostatin M)

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

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

Um den undifferenzierten Status der Stammzelletitzerprifen, wurden diese Zellen nach
jeder funften Passage auf ihre Alkalische Phospbatktivitat und die Expression von
SSEA-1 (stage-specific  embryonic antigen -1) uwmiehts Dafir  wurden
immunzytochemische, zytochemische und durchflussagtrische Untersuchungen der
Zellen und der photometrisch ausgewertete Enzynividtstest durchgefthrt (Durchfihrung
s. Kapitel 2.3.4).

Die Untersuchung des Proliferations- und Differenzngspotentials der Zellen wurde unter
Kontrollbedingungen (unbehandelte Kontrolle, UKdwmter dem Einfluss von 1000 pg/ml
Penicillin G (Pen) als Negativkontrolle bzw. 0,035g/ml 5-Fluorouracil (FU) als

Positivkontrolle vorgenommen (Durchfiihrung s. Kap.3.2).
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3.3.1 Qualitatskontrolle der embryonalen Stammzellen firdie Hauptstudie

Die ES Zellen wurden vor Beginn der Versuchsreilfedee Fahigkeit der Differenzierung zu
Kardiomyozyten und die Empfindlichkeit gegentibeb&anzeinwirkung untersucht. Dazu
wurde der Einfluss von 1000 pg/ml Penicillin G (Pé&tegativkontrolle) und steigenden
Konzentrationen 5-Fluorouracil (FU, 0,015 pg/mDdug/ml, 0,045 pg/ml, 0,06 pg/ml) auf
die Proliferation und die Differenzierung der ESI&e Uberpruft.

Im  Proliferationstest zeigte sich eine konzentrgabhéngige Abnahme der
Proliferationsrate, die ab einer Konzentration ¥h0@3 pg/ml FU statistisch signifikant im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle war (Abb..10)

Im Differenzierungstest lag der Anteil der Wellstrkontrahierenden Kardiomyozyten von
den Ansatzen UK, Pen und 0,015 pg/ml FU jeweils1i®€l %. Ab einer Konzentration von
0,03 pg/ml FU war keine Differenzierung zu kontembhden Kardiomyozyten mehr zu
beobachten (Tab. 5).
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Abb. 10: Proliferationstest der Qualitatskontrolle der ES Zellen fur die Hauptstudie

UK: Unbehandelte Kontrolle; Pen: Penicilin G (1000g/ml), FU: 5-Fluorouracil
(Konzentrationsangaben in pg/ml); die Hohe der &alkeigt die Mittelwerte der optischen
Dichten; Fehlerbalken zeigen das 95 %-Konfidenruaté des Mittelwertes; Statistischer

Vergleich (ANOVA mit nachfolgendem Test nach Tamdjaearfolgte zum Testansatz ,,UK".
* .
- p <0,05;

Versuchstag 10

mit k. K. (%) | ohne k. K. (%)

UK 24 (100) 0 0)

Pen |24  (100) 0 (0)

FUO0,015|24  (100) 0 (0)
FUO0,03 | O (0) *| 24  (100) *
FU0,045| O (0) *| 24  (100) *
FU0,06 | O (0) *| 24  (100) *

Tab. 5: Differenzierungstest der Qualitatskontrolleder ES Zellen fur die Hauptstudie

Anteil der Wells mit kontrahierenden Kardiomyozytprno 24-Well-Zellkulturplatte nach
morphologischer Auswertung an Versuchstag 10. UKabéhandelte Kontrolle; Pen:
Penicillin G (1000 pg/ml), FU: 5-Fluorouracil (Koemtrationsangaben in pg/ml);. Der

statistische Vergleich (exakter Test nach Fishdplgie jeweils zum Ansatz ,UK" * - p <
0,05.
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3.3.2 Morphologische Beurteilung der ES Zellen in den Zdkulturflaschen

Die Beurteilung der Kolonieform und —dichte sowker dMorphologie der ES Zellen in den
Zellkulturflaschen erfolgte mithilfe des Umkehrnokkops (Zeiss).

Das fur undifferenzierte murine embryonale Stamiarelypische Wachstum in kompakten,
(hoch-)gewoblbten Kolonien wurde bei den fir Hawpdst verwendeten ES Zellen wéhrend
der ersten Passagen nach dem Auftauen beobachtet.

Nach Uberfiihrung der Zellen in die verschiedeneitugbbedingungen dieser Versuchsreihe
(Ansatze A - F) zeigten sich Verdnderungen der Molggie zuerst bei den als
Positivkontrolle mitgefuhrten Zellen, die ohne Biftnzierungshemmung kultiviert wurden
(Ansatz D). Bereits nach zwei Subkultivierungeneawateilweise Abflachungen der Kolonien
und ein vermehrtes Auftreten von fibroblastenartigéellen zu beobachten. Diese
Veranderungen wurden mit steigender Passagezalgepndgter. Die fibroblastenartigen
Zellen dieses Ansatzes bildeten einen Monolayeerudén stammzellartigen Kolonien. Ab
der 14. Passage waren mittelgrof3e bis grol3e, kirgetfe Zellhaufen zu beobachten, die auf
den fibroblastenartigen Zellen aufsafRen, und désdien sich bei den Passagierungen durch
das mehrmalige Aufziehen und Ausblasen mit dertiiprur Vereinzelung der Zellen nicht

vereinzeln liel3en.

Von den mit Leukemia Inhibitory Factor (LIF) ohieeder Layer kultivierten Stammzellen
zeigten die Zellen des Ansatzes B (2000 U/ml LIB) der Passage 21 eine vermehrte
Ausbildung fibroblastenartiger Zellen und eine Alotiung der Kolonien. Bei den mit 1000
U/ml LIF kultivierten Zellen (Ansatz A) wurden diesverdnderungen ab der 29. Passage
beobachtet. Sie verstarkten sich bei beiden Ansdtaezunehmender Passagezahl. Auch bei
diesen beiden Versuchsansatzen traten ab der 24a{AB) bzw. 31. Passage (Ansatz A)
kugelférmige, auf den fibroblastenartigen Zellefsdamende Zellhaufen auf.

Die Zellen, deren Kulturmedium mit Oncostatin M plgmentiert wurde (Ansatz C), zeigten
ab der 23. Passage auch eine Abflachung der Kaloridroblastenartige Zellen traten
hingegen nur vereinzelt ab héheren Passagezahien au

Die auf den inaktivierten STO-Fibroblasten kultig Stammzellen (Ansatze E und F)

zeigten Uber die gesamte Versuchsdauer eine Kdltohimg mit mittelgrol3en, gewdlbten
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Kolonien. Das Auftreten fibroblastenartiger Zellear aufgrund deFeeder Layer nicht zu

beurteilen.
3.3.3 Proliferations- und Differenzierungstest

3.3.3.1Proliferationstest

Die Proliferationstests wurden fir alle Ansatze gblals unbehandelte Kontrolle als auch
unter dem Einfluss von Penicillin (1000 pg/ml, Rémitrolle) und 5-Fluorouracil (0,025
pg/ml, FU-Kontrolle) durchgefihrt. Die Darstellunger im Untersuchungszeitraum
erhobenen Daten erfolgt getrennt nach Anséatzeneim Abb. 11-16, die Boxplots der
unbehandelten Kontrolle, Pen-Kontrolle und FU-Koli¢&r einer Passage wurden zur besseren

Ubersicht jeweils gruppiert.

In dieser Studie zeigten nur die Zellen der Ans&aend F, die auFeeder Layer kultiviert
worden waren (mit und ohne Supplementierung desuikukediums mit LIF), eine deutliche
Hemmung der Proliferation durch 0,025 pg/ml Fluoaoil (Abb. 15 und 16), die stets
signifikant war. Ein signifikanter Einfluss von Reilin auf die Wachstumsraten dieser
Zellen war nur bei Passage 13 des Ansatzes E habketn.

Bei den Ansatzen A - D wurden bei einzelnen Passdgjaflisse von Penicillin G und
Fluorouracil auf das Wachstum der Zellen deutlishl(. 11-14). Es erreichten vor allem die
Zellen der Ansatze A (1000 U/ml LIF) und C (OncaistaM) unter dem Einfluss von
Penicillin G teilweise signifikant geringere Wadhsisraten als in den unbehandelten
Kontrollen. Auch die Konzentration von 0,025 pght fuhrte bei einigen Passagen zu einer
Hemmung des Wachstums dieser Zellen (das Ergeleni&d-Kontrolle nach 43. Passagen
des Ansatzes B wird hier nicht dargestellt, daogiesche Dichte den Wert der unbehandelten
Kontrolle um das 1,8-fache tberstieg).

Uber den gesamten Untersuchungszeitraum lieR sitdch bei keinem der Ansatze A-F eine
Anderung der Empfindlichkeit der Zellen gegeniibemiBillin G oder Fluorouracil in
Abh&ngigkeit von der Passagezahl feststellen.



Ergebnisse 59

1,50

#
# © o
E 1,25— ” # #
o + # ! # #
5
© 1,00— © 4 *ﬁé o
S © 7
=)
o 075
e
(&)
3] ©
a2 0,50
O
Testansatz
0,25 — & unb. K.
[ Pen-K.
OFU-K.
T T T T T T T T T T T
0 3 8 13 18 23 28 33 38 43 48

Passage

Abb. 11: Ergebnisse der Proliferationstests von Aragz A (1000 U/ml LIF)
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Abb. 12: Ergebnisse der Proliferationstests von Aregz B (2000 U/ml LIF)

Abb. 11 und 12: Darstellung der optischen Dichten der Prolifersitests der Ansatze A
bzw. B im Verlauf der Hauptstudie.

Unb. K: unbehandelte Kontrolle; Pen-K.: PenicilKentrolle (1000 pg/ml); FU-K.:
Fluorouracil-Kontrolle (0,025 pug/ml); °: Ausreil3et; Extremwerte (n=10 je Boxplot); der
statistische Vergleich (ANOVA mit nachfolgendem fieach Tamhane) erfolgte jeweils zum
Ansatz ,Unb. K.” der gleichen Passage; # - p < 0,05
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Abb. 13: Ergebnisse der Proliferationstests von Aragz C (20 ng/ml Oncostatin M)
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Abb. 14: Ergebnisse der Proliferationstests von Aregz D (Positivkontrolle)

Abb. 13 und 14: Darstellung der optischen Dichten der Prolifersgtests der Anséatze C
bzw. D im Verlauf der Hauptstudie.

Unb. K: unbehandelte Kontrolle; Pen-K.: PenicilKentrolle (1000 pg/ml); FU-K.:
Fluorouracil-Kontrolle (0,025 pug/ml); °: Ausreil3et; Extremwerte (n=10 je Boxplot); der
statistische Vergleich (ANOVA mit nachfolgendem ieach Tamhane) erfolgte jeweils zum
Ansatz ,Unb. K.” der gleichen Passage; # - p < 0,05
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Abb. 15: Ergebnis der Proliferationstests von Ansat E (Feeder Layer)
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Abb. 16: Ergebnisse der Proliferationstests von Aradz F (Feeder Layer + 1000 U/ml
LIF)

Abb. 15 und 16: Darstellung der optischen DichtenPrroliferationstests der Ansétze E bzw.
F im Verlauf der Hauptstudie.

Unb. K: unbehandelte Kontrolle; Pen-K.: PenicilKentrolle (1000 pg/ml); FU-K.:
Fluorouracil-Kontrolle (0,025 pug/ml); °: Ausreil3et; Extremwerte (n=10 je Boxplot); der
statistische Vergleich (ANOVA mit nachfolgendem ieach Tamhane) erfolgte jeweils zum
Ansatz ,Unb. K.” der gleichen Passage; # - p < 0,05
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3.3.3.2Differenzierungstest

Die Differenzierungstests wurden fir alle Anséatae) sowohl als unbehandelte Kontrolle
als auch unter dem Einfluss von 1000 pg/ml Pemc{lPen-Kontrolle) und 0,025 pg/ml 5-
Fluorouracil (FU-Kontrolle) durchgefihrt. Die Abdingen 17a und 17b zeigen die
Ergebnisse der morphologischen Auswertung der warimiiten Kontrollen am Versuchstag
10 Uber den Untersuchungszeitraum der Hauptstuldie (on der 8. Passage durchgefuhrte
Differenzierungstest wurde aufgrund methodischéidtebei der Durchflihrung nicht in der
Auswertung der Hauptstudie bertcksichtigt). Diesadiellung in zwei Diagrammen dient
nur der Ubersichtlichkeit. Dabei sind in Abb. 17a &rgebnisse der Ansatze A (1000 U/ml
LIF), B (2000 U/ml LIF) und C (20 g/ml Oncostatin )Mlargestellt, in Abb. 17b die
Ergebnisse der Ansatze D (Positivkontrolle),Reefler Layer) und F Feeder Layer + 1000
U/ml LIF).

Die Ergebnisse der unbehandelten Kontrollen undPéer und FU-Kontrollen von Tag 7 und
10 sind in den Abbildungen 18 bis 23 dargestelie dtatistische Auswertung der

Differenzierungstests im Anhang in den Tabellen BisLA-24.

Bei der Auswertung des Differenzierungstests dess&ge 0 der Hauptstudie lagen die
Anteile der Wells mit kontrahierenden Herzmuské&rel sowohl in der unbehandelten
Kontrolle als auch in der Penicillin-Kontrolle b&#00 %. In der FU-Kontrolle dieser Zellen

wurden hingegen nur in 54 % der Wells Kontraktiobenbachtet.

Bei den Zellen des Ansatzes D (Positivkontrolle) feach 3 Passagen der Anteil der Wells
mit kontrahierende Kardiomyozyten nur noch bei 583in der unbehandelten Kontrolle
(Abb. 17b). Mit steigender Passagezahl nahm dafermrizierungspotential dieser Zellen
weiter ab. Nach der 28. Passage war in den unbehandontrollen keine Differenzierung
der Zellen zu Herzmuskelzellen mehr zu beobachier den Auswertungszeitraum waren
die Anteile der Wells mit kontrahierenden Kardiomyten sowohl der Penicillin- als auch
der Fluorouracil-Kontrollen geringer als die demahandelten Kontrollen (Abb. 21). Eine
Ausnahme bildete die Penicillin-Kontrolle bei Pagsa83, hier zeigten 4,2 % der Wells

kontrahierende Kardiomyozyten.
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Ansatz A (1000 U/ml LIF) erreichte in den unbehdtede Kontrollen bis zur 28. Passage
Anteile der Wells mit kontrahierenden Herzmuskéé&relon mindestens 91 %. Im weiteren
Verlauf der Hauptstudie nahmen die Anteile ab wgkeh ab der 38. Passage nur noch in
Bereichen zwischen 4 und 33 %. Wie in der Abb. d&8fmestellt, entsprachen die Ergebnisse

der Pen-Kontrollen etwa denen der unbehandelternr&lten.

Die Zellen des Ansatzes B (2000 U/ml LIF) differemten in den unbehandelten Kontrollen
bis zur 33. Passage in mindestens 91 % der Welldezzmuskelzellen (Ausnahme: nach der
23. Passage wurden kontrahierende Kardiomyozytemmib % der Wells beobachtet).

Ab Passage 38 lagen die Anteile der Wells mit lkadnarenden Kardiomyozyten nur noch bei
4 — 30 %. Wie in Abb. 19b dargestellt, entspractienErgebnisse der Penicillin-Kontrollen

etwa denen der unbehandelten Kontrollen.

Bei den mit Oncostatin M kultivierten Zellen dessatzes C enthielten bis zur 43. Passage
mindestens 91,6 % der Wells kontrahierende Kardemyten in den unbehandelten
Kontrollen (Abb. 17a) und den Penicillin-KontrolleBine Ausnahme stellte die Passage 18
dar, hier lieRen sich bei der Penicillin-Kontroleir in 17 von 24 Wells Kontraktionen
beobachten (das entspricht 70,8 %). Bei der Pas48gtag der Anteil der Wells mit
kontrahierenden Kardiomyozyten bei 75 % flir dieeldndelte Kontrolle und bei 50 % fur

die Penicillin-Kontrolle.

Die auf Feeder Layer ohne LIF-Zusatz kultivierten Zellen (Ansatz E) gten lber den
gesamten Versuchszeitraum in den Differenzierusgstder unbehandelten Kontrolle in
mindestens 91,6 % der Wells kontrahierende Kardamyten (Abb. 17b). In den Penicillin-
Kontrollen dieses Ansatzes lagen die Anteile beidestens 87,5 %.

Die unter Zugabe von 1000 U/ml LIF in Co-Kultur riiéeder Layer kultivierten Zellen des
Ansatzes F zeigten, mit Ausnahme der Passage B6(78), bis zur 38. Passage einen Anteil
der Wells mit kontrahierenden Herzmuskelzellen wondestens 91,6 % (Abb. 17b). Bei der
Auswertung der Zellen nach Passage 48 lag der 1A@eb0 %.

In den Penicillin-Kontrollen lagen die Anteile laar Passage 38 bei mindestens 91 %, in den

folgenden Auswertungen wurden nur noch 37,5 % B0 erreicht.
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Die Auswertungen der Differenzierungstests der Fasiollen zeigten bei allen Anséatzen
Schwankungen Uber den Untersuchungszeitraum (s. ¥bbis 23). Der Anteil der Wells mit
kontrahierenden Kardiomyozyten lag dabei zwischemd® 100 %, allerdings nicht Gber den
Anteilen der unbehandelten Kontrollen des entsgedban Ansatzes (Ausnahmen: Passage
18 des Ansatzes F: UK 95,8 %, FU-Kontrolle 100 #sdage 48 des Ansatzes E: UK 91,6 %,
FU-Kontrolle 100 %). Bei den Ansétzen, bei denen minehmender Passagezahl in den
unbehandelten Kontrollen und Penicillin-Kontrollen eine Abnahme des
Differenzierungspotentials der Zellen zu beobacht@n, nahm auch in den FU-Kontrollen
das Differenzierungspotential der Zellen zu Herzkelzellen ab.

Eine Veranderung der Empfindlichkeit der Zellen g@gber Fluorouracil oder Penicillin
konnte in dem Untersuchungszeitraum nicht beobackhéeden (s. Tab. A-1 bis A-6 im

Anhang).

Durch die von der ZEBET (Zentralstelle zur Erfaggumd Bewertung von Ersatz- und
Erganzungsmethoden zum Tierversuch) im Rahmen &edsundsprojektes durchgefihrten
molekularbiologischen Untersuchungen der Embryoidii8s aus dem Differenzierungstest
des EST wurde gezeigt, dass bereits nach 7 Vensgers das Markerprotein fur
Herzmuskelzellen Myosin Heavy Chain (MF20) maximgbrimiert ist (Seiler et al., 2002).

Um die Mdglichkeit der morphologischen Auswertungs dDifferenzierungstests mit dem
Umkehrmikroskop bei verklrzter Kulturdauer zu Ulbéfen, wurden in der vorliegenden
Arbeit die Embryoid Body-Auswichse in den 24-WedlHKulturplatten zusatzlich zu den
Auswertungen am Versuchtag 10 auch bereits am Viessag 7 auf Kontraktionen
untersucht. Die Ergebnisse sind in den Abb. 1&Bigund im Anhang in den Tab. A-7 bis A-
24) dargestellt.

Bei allen Ansatzen waren an Versuchstag 7 teilwesshon Kontraktionen von zu
Kardiomyozyten differenzierten Zellen zu erkennédlerdings liel3 sich weder bei den
unbehandelten Kontrollen noch bei den Penicillirewb Fluorouracil-Kontrollen eine
Korrelation zu den an Tag 10 erhobenen Daten egkendie an Versuchstag 7 bestimmten
Anteile der Wells mit kontrahierenden Kardiomyozytieel3en keine Ruckschlisse auf die

Ergebnisse am Versuchstag 10 zu.
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Abb. 17: Auswertung der Differenzierungstests der lduptstudie

Im Rahmen der Hauptstudie durchgefuhrte Differemmigstests der unbehandelten
Kontrollen. Anteile der Wells jeweils einer 24-W&kllkulturplatte mit kontrahierenden
Kardiomyozyten nach morphologischer AuswertungAiesatze A-F am Versuchstag 10 (n=
24).

LIF: Leukemia Inhibitory Factor; OsM: Oncostatin ps. K.: Positivkontrolle (Ansatz D);
Feederfeeder Layer (Ansatz E); Feeder + LIFEeeder Layer und 1000 U/ml LIF (Ansatz F).
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Abb. 18: Ergebnisse der Differenzierungstests vonmsatz A (1000 U/ml LIF)

Ergebnisse der im Rahmen der Hauptstudie durchgefuihDifferenzierungstests nach
morphologischer Auswertung der 24-Well-Zellkultapé an Versuchstag 7 und 10 (n=24).
a) Unbehandelte Kontrolle; b) Penicillin G (1000mb; c) Fluorouracil (0,025 pg/ml).



Ergebnisse 67

X 100
= 3)
=
= B -
=S 75
o §
T 5
S5 L
5 X 50
T C
z 3
£5
< 5 257
= Versuchstag
s 7
s —e—10
~ 0—
T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Passage
;\j 100—
5 b)
s
= B -
=S 75
2 §
T 5
=8 5o
& X O
© C
z 3
5
< 5 257
< Versuchstag
= 7
S —o-10
X 0
T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Passage
X 100
S Versuchstag C)
S 7
E\ —0—10
v
25
S 3 L
5 X 50
© C
z 3
£65
< 5 257
=
©
€
S o
T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Passage

Abb. 19: Ergebnisse der Differenzierungstests vonisatz B (2000 U/ml LIF)

Ergebnisse der im Rahmen der Hauptstudie durchgefuhDifferenzierungstests nach
morphologischer Auswertung der 24-Well-Zellkultapé an Versuchstag 7 und 10 (n=24).
a) Unbehandelte Kontrolle; b) Penicillin G (1000/mb; c) Fluorouracil (0,025 pg/ml).
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Abb. 20: Ergebnisse der Differenzierungstests vonmsatz C (20 ng/ml Oncostatin M)

Ergebnisse der im Rahmen der Hauptstudie durchgefuihDifferenzierungstests nach
morphologischer Auswertung der 24-Well-Zellkultapé an Versuchstag 7 und 10 (n=24).
a) Unbehandelte Kontrolle; b) Penicillin G (1000mb; c) Fluorouracil (0,025 pg/ml).
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Abb. 21: Ergebnisse der Differenzierungstests vonisatz D (Positivkontrolle)

Ergebnisse der im Rahmen der Hauptstudie durchgefuihDifferenzierungstests nach
morphologischer Auswertung der 24-Well-Zellkultapé an Versuchstag 7 und 10 (n=24).
a) Unbehandelte Kontrolle; b) Penicillin G (1000mb; c) Fluorouracil (0,025 pg/ml).
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Abb. 22: Ergebnisse der Differenzierungstests vonifsatz E Feeder Layer)

Ergebnisse der im Rahmen der Hauptstudie durchgefuihDifferenzierungstests nach
morphologischer Auswertung der 24-Well-Zellkultapé an Versuchstag 7 und 10 (n=24).
a) Unbehandelte Kontrolle; b) Penicillin G (1000mb; c) Fluorouracil (0,025 pg/ml).
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Abb. 23: Ergebnisse der Differenzierungstests vonisatz F Feeder Layer + LIF)

Ergebnisse der im Rahmen der Hauptstudie durchgefuihDifferenzierungstests nach
morphologischer Auswertung der 24-Well-Zellkultapé an Versuchstag 7 und 10 (n=24).
a) Unbehandelte Kontrolle; b) Penicillin G (1000mb; c) Fluorouracil (0,025 pg/ml).
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3.3.4 Durchflusszytometrische Untersuchungen

3.3.4.1Untersuchung der ES Zellen auf die Expression vonSEA-1

Fur die durchflusszytometrische Untersuchung demm@izellen auf die Expression des
Oberflachenantigens SSEA-1 wurden die Zellen mit #TC-gekoppelten Antikdrper Anti-
SSEA-1 (MC-480) inkubiert und im FACScan (Bectorckinson) analysiert.

Die Auswertung der durchflusszytometrischen Untelnsmgen mit Bestimmung des SSEA-
1-positiven Anteils in der untersuchten Zellpopwlaterfolgte jeweils im Vergleich zu den
ungefarbten Zellen des gleichen Ansatzes (Negativkilen) mit Hilfe der WinList®-
Software. Die im Folgenden dargestellten Diagrami@bb. 24a und b) wurden unter
Verwendung der mittleren Werte (%-Angaben) erstelliese Darstellung in zwel
Diagrammen und die Verbindungslinien zwischen deertéh eines Ansatzes dienen der
Ubersichtlichkeit.

In Voruntersuchungen wurden ES Zellen, die tber B2 Passagen mit 1000 U/ml Leukemia
Inhibitory Factor (LIF) kultiviert worden waren, dihflusszytometrisch auf ihre SSEA-1-
Expression untersucht. Die Anteile der SSEA-1-pasit ES Zellen lagen dabei in Bereichen
zwischen 90 % und 98 %, eine Abhangigkeit des Asmti#r SSEA-1-positiven Zellen in der
Population von der Passagezahl konnte nicht betdtaclkerden (Ergebnisse nicht
dargestellt).

Bei den im Rahmen der Hauptstudie durchgefuhrteterdnchungen lag der Anteil der
SSEA-1 positiven Zellen an der Zellpopulation agfnbei 95 % (Passage 0 der
Versuchsreihe).

Nach 2 Passagierungen waren von den Zellen detivkositrolle (Ansatz D, kultiviert ohne
Differenzierungshemmung) nur noch ca. 78 % SSE/Adity. Nach einem leichten Anstieg
auf ca. 80 % bei Passage 7 und 12 fiel der Antds SSEA-1-positiven Zellen mit
zunehmender Passagezahl bis auf ca. 4 % bei Pabs§gbb. 24b).

Bei den Zellen der Ansatze A (1000 U/ml LIF) und2®00 U/ml LIF) blieb der Anteil der
SSEA-1 positiven Zellen bis zur 12. Passage bedestens 90 % (Abb. 24a). Mit steigender
Passagezahl nahm dann der Anteil der positiven &®rzdes Ansatzes B ab. Ab der 27.

Passage lag er nur noch bei 42 - 45 %. Die Auswgrties Ansatzes A zeigte ein Absinken
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des Anteils der SSEA-1 positiven Zellen auf ca%8bei Passage 17 und ab Passage 32 einen

weiteren Abfall bis auf ca. 28 % bei Passage 47.

Die mit Oncostatin M kultivierte Zellpopulation vde Uber den gesamten
Auswertungszeitraum Anteile von SSEA-1 positivetietein Bereichen zwischen 80 % und
94 % auf (Abb. 24a).

Bei den aufFeeder Layer kultivierten ES Zellen lagen die Anteile der SSEAositiven
Zellen bis zur 42. Passage in Bereichen von ca. 80 % (Abb. 24b).

Ausnahmsweise lagen bei der Auswertung der Padsagee Anteile der SSEA-1-positiven
Zellen bei etwa 75 % und damit etwas niedrigeriralden darauf folgenden Auswertungen.
Bei der Auswertung der Passage 47 waren von defeliéh, die ohne LIF aufeeder Layer
kultiviert wurden (Ansatz E), etwa 80 % SSEA-1-piwsi wahrend bei den mit LIF
kultivierten Zellen des Ansatzes F der Anteil desipiven Zellen bei etwa 70 % lag.

Die statistische Auswertung der durchflusszytoreeheén Analyse auf SSEA-1 wurde mit
den absoluten Werten mittet$-Test nach Pearson durchgefilhrt. Dabei wurden uliden
verschiedenen Auswertungszeitpunkten (Passagenksgemen SSEA-1-positiven Zellen
jedes Ansatzes (A-F) mit den bei Passage 0 genasZ&mlen verglichen.

Die beobachteten Anteile der SSEA-1-positiven Zelearen bei allen Ansatzen (A-F) zu
allen Auswertungszeitpunkten statistisch signiftkgaringer bzw. héher als die Anteile bei

Passage 0 der Hauptstudie.
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Abb. 24: Durchflusszytometrische Untersuchungen deES Zellen auf die Expression
von SSEA-1

Prozentualer Anteil der SSEA-1-positiven Zellendmm Zellpopulationen der Ansétze A - F
nach Inkubation mit dem FITC-gekoppelten Anti-SSEA-

LIF: Leukemia Inhibitory Factor; OsM: Oncostatin Bps. K.: Positivkontrolle (Ansatz D);
Feederfeeder Layer (Ansatz E); Feeder + LIFEeeder Layer und 1000 U/ml LIF (Ansatz F).
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3.3.4.2Untersuchung der ES Zellen auf Alkalische Phosphat®-Aktivitat

Fur die durchflusszytometrische Untersuchung der E&len auf ihre Alkalische
Phosphatase-Aktivitdt (AP-Aktivitdt) wurden dieseit neiner Substratlosung (Alkaline
Phosphatase Substrate Kit, Vector) inkubiert. Dmwandlung des Substrats in ein rot-
fluoreszierendes Reaktionsprodukt durch die AlkakesPhosphatase der Zellen soll zu einer
der AP-Aktivitdt entsprechenden Rotfarbung der e&tellfiihren. Die Auswertung der
durchflusszytometrischen Untersuchung erfolgte iengleich zu den ungefarbten Zellen der
Negativkontrollen des entsprechenden Ansatzes ntii¢ lder WinList®-Software. Die im
Folgenden dargestellten Diagramme (Abb. 25a undwbjden unter Verwendung der
mittleren Werte (%-Angaben) erstellt. Diese Datstej in zwei Diagrammen und die

Verbindungslinien zwischen den Werten eines Ansatizenen der Ubersichtlichkeit.

In mehreren Vorversuchen wurden embryonale Stamemzetlie Gber den Kulturzeitraum
von 24-28 Passagen mit 1000 U/ml LIF zur HemmungOi#erenzierung kultiviert worden
waren, auf ihre AP-Aktivitdt untersucht. Die FAC8eanalysen ergaben dabei Anteile von
83 - 98 % AP-positiven Zellen (Ergebnisse nichigéatellt).

Der Anteil der AP-positiven Zellen der im Rahmenr ddauptstudie untersuchten
Stammzellen lag bei der Auswertung der Passagée 9Bt %.

In der Positivkontrolle nahmen die Anteile der A®sjtiven Zellen bis zur 36. Passage ab auf
ca. 40 %, in den darauf folgenden Auswertungennatje Anteile jedoch in Bereichen von
58 — 70 % (Abb. 25b).

Bei den mit LIF kultivierten Zellen zeigte sich eilbnahme des Anteils der AP-positiven
Zellen auf 68 % (1000 U/ml LIF) bzw. 63 % (2000mJ/LIF) nach 26 Passagen. Die
Auswertungen der folgenden Passagen ergaben Antmilés9 — 89 % AP-positiver Zellen
(Abb. 25a).

Der AP-positive Anteil der mit Oncostatin M kultarten Zellen nahm bis zur 26. Passage auf
ca. 76 % ab, stieg bei den folgenden Passagenhededer auf 87 — 97 % an (Abb. 25a).

Bei den aufFeeder Layer kultivierten Zellen lagen die Anteile der AP-pogin Zellen tber

den gesamten Untersuchungszeitraum in Bereiche®1en97 % (Abb. 25b).



76 Ergebnisse

Die statistische Auswertung der durchflusszytorselren Analyse auf SSEA-1 wurde mit
den absoluten Werten mitteté-Test nach Pearson durchgefilhrt. Dabei wurden uliden
verschiedenen Auswertungszeitpunkten (Passagengsgemen AP-positiven Zellen jedes
Ansatzes (A-F) mit den bei Passage 0 gemessendandarglichen.

Die beobachteten Anteile der SSEA-1-positiven Zellearen bei allen Ansatzen (A-F) zu

allen Auswertungszeitpunkten statistisch signifikgeringer als bei Passage 0.
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Abb. 25: Durchflusszytometrische Untersuchungen derES Zellen auf Alkalische
Phosphatase-Aktivitat

Prozentualer Anteil der Alkalische Phosphatase {pd3jtiven Zellen an den
Zellpopulationen der Ansatze A - F;

LIF: Leukemia Inhibitory Factor; OsM: Oncostatin Bps. K.: Positivkontrolle (Ansatz D);
Feederfeeder Layer (Ansatz E); Feeder + LIFEeeder Layer und 1000 U/ml LIF (Ansatz F).
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3.3.5 Enzym-Aktivitatstest auf Alkalische Phosphatase-Akivitat

Das Prinzip dieses Enzym-Aktivitatstests beruht def Umwandlung eines farblosen
Substrats (Alkaline Phosphatase Yellow (pNPP) ldgBubstrate for ELISA, Sigma) durch
die Alkalische Phosphatase (AP) der Zellen in gelpeNitrophenol. Die Messungen der
optischen Dichten des gelben Reaktionsproduktedgeeh im Plattenphotometer bei einer
Wellenlange von 405 nm. Fur die hier dargestelEegebnisse wurden die mittleren Werte
(Median) der nach Ablauf von 15 Minuten erreichtgnischen Dichten (OD) herangezogen.
Die Darstellung in zwei Diagrammen (Abb. 26a undubyl die Verbindungslinien zwischen
den Werten eines Ansatzes dienen der UbersichdithRuf eine statistische Auswertung
wurde aufgrund des geringen Stichprobenumfangsolreet.

In Voruntersuchungen wurden Stammzellen, die Ubehrere Passagen (15 - 26 Passagen)
mit 1000 U/ml LIF kultiviert worden waren, auf ihAdP-Aktivitat untersucht. Dabei lagen die
nach 15 min gemessenen optischen Dichten in Bexeiebn 0,8 bis 1,6. Eine Abhangigkeit
der AP-Aktivitat von der Passagezahl konnte dalitriestgestellt werden (Ergebnisse nicht

dargestellt).

In der Hauptstudie fiel die optische Dichte vonpuimglich ca. 1,7 bei Passage 0 bei den
Zellen der Positivkontrolle bis zur 14. PassageVdafte von ca. 0,45. Ab der 29. Passage lag
die OD dieses Ansatzes bei ca. 0,07 (Abb. 26b).

Die mit LIF kultivierten ES Zellen der Ansatze AOQ0 U/ml LIF) und B (2000 U/ml LIF)
zeigten Uber den Untersuchungszeitraum eine (kaetiche) Abnahme der alkalischen
Phosphatase-Aktivitdten bis zu OD-Werten von 0,8sgiz A) bzw. 0,2 (Ansatz B) bei
Passage 49 (Abb. 26a).

Die unter Supplementierung des Kulturmediums mitng@ml Oncostatin M kultivierten
Zellen des Ansatzes C zeigten nach einem Abfalbgéschen Dichte bis zur Passage 24 auf
einen Wert von ca. 0,8 in den darauf folgenden Aamrtwmgen wieder OD-Werte von
mindestens 1,3 (Abb. 26a).

Die aufFeeder Layer kultivierten Zellen zeigten Gber den gesamten t$niehungszeitraum
optische Dichten zwischen 1,2 und 1,7. Eine Ausreabtullt die Passage 14 der mit LIF auf
Feeder Layer kultivierten Zellen des Ansatzes F dar, hier lag aptische Dichte nur bei ca.
1,0 (Abb. 26b).
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Abb. 26: Untersuchung der Alkalischen Phosphataseddivitdt von ES Zellen mittels
Enzym-Aktivitatstest

Photometrisch bestimmte Alkalische Phosphatasevidti der Zellen nach 15-mindtiger
Inkubation mit Substratlosung (Alkaline Phosphatasfiow (pNPP) Liquid Substrate for
ELISA, Sigma); LIF: Leukemia Inhibitory Factor; OsMOncostatin M; Pos. K.:
Positivkontrolle; FeedeFeeder Layer.
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3.3.6 Immunzytochemische und zytochemische Untersuchungen

3.3.6.1immunzytochemische Farbung der ES Zellen gegen SSEA
Nach Inkubation mit dem priméaren Antikérper Antif551 (MC 480) und einem FITC-

gekoppelten sekundéaren Antikérper wurden die auftu@a Slides fixierten ES Zellen

mithilfe des Photomikroskops (Axiophot) unter Vendeng der Fluoreszenzeinrichtung
untersucht. Zusatzlich erfolgte eine lichtmikrosisgshe Untersuchung der Zellen. Durch den
Vergleich der mit dem Fluoreszenzmikroskop und aeiin Lichtmikroskop aufgenommenen
Fotos der gleichen Bildausschnitte sollte eine Bxlung des ,Verhéltnisses von gefarbten zu

ungefarbten Zellen* erfolgen.

Voruntersuchungen

Embryonale Stammzellen der Zelllinie D3, die nad@mdAuftauen Uber einige Passagen
permanent in Kulturmedium mit LIF (Leukemia Inhiyy Factor) kultiviert worden waren,
zeigten nach Markierung des OberflachenantigensASSbBei der Auswertung mit dem
Fluoreszenzmikroskop eine deutliche griine Fluoresze

Um die Spezifitat des primaren Antikérpers gegenU88EA-1 zu uberprifen, wurden
Fibroblasten als Negativkontrolle eingesetzt, deselikein SSEA-1 auf ihrer Oberflache
tragen. Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchmeigte keine Immunreaktion bei den
Fibroblasten (Abb. 27B). Eine unspezifische Binddeg primaren Antikdrpers konnte daher
ausgeschlossen werden. Durch weitere Untersuchubgenlenen die Stammzellen nur mit
dem sekundaren Antikdrper inkubiert wurden, koraueh eine unspezifische Bindung dieses
Antikdrpers ausgeschlossen werden (Abb. 27A).

In weiteren Voruntersuchungen wurden vergleichemslafl mit 1000 U/ml LIF kultivierte
Stammzellen als auch ES Zellen, die (ber einiges®gn ohne Hemmung der
Differenzierung kultiviert worden waren, auf die gggssion von SSEA-1 untersucht. Dabei
war subjektiv ein Unterschied zwischen den Zellpaponen der beiden Ansatze erkennbar.
Bei den mit LIF kultivierten Zellen blieb Gber démtersuchungszeitraum von 3 Passagen
das Verhéltnis von geférbten Zellen zu ungefari@elten konstant, es waren nahezu alle in
dem Bildausschnitt vorhandenen Zellen markiert.Gegensatz dazu zeigten die Zellen, die
ohne Differenzierungshemmung kultiviert worden vmanait zunehmender Passagezahl eine

Verschiebung des Verhaltnisses von markierten zuankierten Zellen. Aufierdem wurden
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bei diesem Ansatz auch morphologische VeranderudgerZellen (grof3, fibroblastenartig)

deutlich (Ergebnisse nicht dargestellt).

Hauptstudie

Bei der Passage 0 der Versuchsreihe zeigten nallezuntersuchten Zellen eine deutliche
grine Fluoreszenz. Im lichtmikroskopischen Bild &amur vereinzelt fibroblastenartige
Zellen erkennbar, der Groldteil der Zellen zeigtee diypische Morphologie von
undifferenzierten Stammzellen (Abb. 27C).

Im Verlauf der Hauptstudie war bei den Zellen deysivkontrolle (Ansatz D) mit
zunehmender Passagezahl eine Verschiebung des Itvm$es von markierten zu
unmarkierten Zellen erkennbar. Uber den Zeitraum fassage 0 bis Passage 16 nahm
subjektiv der Anteil der unmarkierten Zellen zue®g unmarkierten Zellen stellten sich bei
der lichtmikroskopischen Untersuchung meist aldigrdibroblastenartige Zellen dar (Abb.
28B).

Auch bei der software-gestitzten Auswertung dero$otvar bei den Zellen der
Positivkontrolle eine relative Abnahme der Fluoessz Uber die Zeit erkennbar (Abb. 29).
Allerdings zeigt das Diagramm die grof3en Schwankuander Werte fir die Fluoreszenz.
Aufgrund der sehr zeitintensiven Auswertungsmethdidser Farbungen wurden jeweils nur
drei repréasentative Fotos einer Passage ausgewdufetine statistische Auswertung wurde

aufgrund des geringen Stichprobenumfangs verzichtet

Im Gegensatz zur Positivkontrolle war der Grol3teit Zellen, die mit den verschiedenen
Methoden zur Hemmung der Differenzierung kultiviemerden waren (Ansatze A, B, C, E
und F), auch mit steigender Passagezahl SSEA-inposarkiert. Bei der Betrachtung der
Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop lie3 sich his Passage 16 subjektiv keine
Abnahme der Fluoreszenz erkennen. Bis zu diesersaBas war zudem bei der
lichtmikroskopischen Untersuchung kein Anstieg d&steils fibroblastenartiger Zellen

erkennbar (Abb. 28A). Auch bei dem Vergleich deteurfluoreszenzmikroskopischen und
unter lichtmikroskopischen Bedingungen aufgenommeBdlder der Zellen war keine

Abnahme des Anteils der markierten Zellen zu belotegc Allerdings war die Intensitat der

Farbungen/der Fluoreszenz je nach Passage sehrsalngellich stark. Auch bei der
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computergestiutzten Auswertung der Fotos dieser ta@saurden grofRe Schwankungen der
Werte fur die ,Fluoreszenz* deutlich (Ergebnissehtidargestellt).
Die immunzytochemische Féarbung der Zellen gegenASEurde nach der 16. Passage der

Hauptstudie nicht weiter durchgefthrt.
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Abb. 27: Immunzytochemische Farbung der Zellen gegen SSEA-1

A: ES Zellen (Negativkontrolle, Inkubation nur mit dem FITC-gekoppelten
sekundaren Antikorper)

B: Fibroblasten (Negativkontrolle, nach immunzytochemischer Farbung
gegen SSEA-1)

C: ES Zellen der Passage 0 der Hauptstudie nach immunzytochemischer
Farbung gegen SSEA-1

Die mit | bezeichneten Fotos zeigen die fluoreszenzmikroskopische
Aufnahme, die mit Il bezeichneten Fotos die lichtmikroskopische
Aufnahme des Bildausschnitts A, B bzw. C (Vergrol3erung x 88,5).
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Abb. 28: Immunzytochemische Farbung der Zellen gegen SSEA-1
(Inkubation mit Anti-SSEA-1 und FITC-gekoppeltem sekundarem
Antikorper) nach Passage 16 der Hauptstudie

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

B: Positivkontrolle (Ansatz D, ohne Differenzierungshemmung kultiviert)
Die mit | bezeichneten Fotos zeigen die fluoreszenzmikroskopische
Aufnahme, die mit Il bezeichneten Fotos die lichtmikroskopische
Aufnahme des Bildausschnitts A bzw. B (Vergrél3erung x 88,5).
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Abb. 29: Auswertung der Zellen der Positivkontrolle nach immunzytochemischer
Farbung gegen SSEA-1

Ergebnis der Software-gestiitzten Auswertung der unaywtochemischen Farbungen der
Zellen der Positivkontrolle gegen SSEA-1 (n=3).
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3.3.6.2Zytochemische Untersuchung der ES Zellen auf Alkasche Phosphatase-
Aktivitat

Die zytochemische Untersuchung der Zellen auf Alkalische Phosphatase-Aktivitat (AP-
Aktivitat) wurde nach Inkubation mit einer Subdiitating (Alkaline Phosphatase Substrate
Kit, Vector) durchgefiihrt. Die infolge der Enzymkéan auftretende Rotfarbung der Zellen
ist sowohl unter lichtmikroskopischen als auch wntiuoreszenzmikroskopischen

Bedingungen sichtbar.

Vorversuche

Embryonale Stammzellen der Zelllinie D3, die nad@mdAuftauen Uber einige Passagen
permanent in Kulturmedium mit LIF kultiviert wordemaren, zeigten nach Inkubation mit
der oben genannten Substratldsung eine deutlickf@rBong der Zellen. Diese Zellen waren
bei der Auswertung mit dem Fluoreszenzmikroskop@tluoreszierende Zellen erkennbar.
Die zur Kontrolle der Spezifitat der Farbung mit &ibstratlésung inkubierten Fibroblasten
zeigten keine Rotfarbung der Zellen im Lichtmikropkund keine Fluoreszenz unter
Fluoreszenzbedingungen (Abb. 30A).

In weiteren Voruntersuchungen wurden vergleichemslafl mit 1000 U/ml LIF kultivierte
Stammzellen als auch ES Zellen, die (ber einiges®gn ohne Hemmung der
Differenzierung kultiviert worden waren, auf diekalische Phosphatase-Aktivitat untersucht.
Dabei war subjektiv kein Unterschied zwischen deflea der beiden Ansatze erkennbar.
Uber den Untersuchungszeitraum von 3 Passagen ddigb/erhaltnis von gefarbten Zellen
zu ungefarbten Zellen relativ konstant, es waremepa alle in dem Bildausschnitt
vorhandenen Zellen gefarbt. Bei der computergesttitAuswertung der Fotos konnten
ebenfalls auch mit zunehmender Passagezahl keiterddhiede in dem Verhéltnis von
gefarbten zu ungefarbten Zellen innerhalb einesatmes nachgewiesen werden (Ergebnisse

nicht dargestellt).

Hauptstudie
Bei Passage 0 der Hauptstudie zeigten nach dechmspuschen Farbung der ES Zellen
nahezu alle untersuchten Zellen eine rote FluorzsZen lichtmikroskopischen Bild waren

nur sehr vereinzelt fibroblastenartige Zellen eriear, der Grof3teil der Zellen zeigte die
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typische Morphologie von undifferenzierten Stamrezel(kleine, runde Zellen) und eine
deutliche Rotfarbung (Abb. 30B).

Im Verlauf der Hauptstudie traten bei allen Ansategtreme Schwankungen in der Intensitat
der Farbungen zwischen den einzelnen Passagen d&#i den unter
Differenzierungshemmung kultivierten Zellpopulagon(Ansatze A - C und E - F) waren
trotzdem nahezu alle Zellen AP-positiv (Abb. 31Agteinen reprasentativen Bildausschnitt
der ES Zellen des Ansatzes A nach Passage 16adgtstiudie).

Nur bei der Positivkontrolle konnte im Verlauf déauptstudie mit zunehmender Passagezahl
subjektiv eine Verschiebung des Verhéaltnisses @dirgten zu ungefarbten Zellen erkannt
werden. Aul3erdem zeigten die mit dem Lichtmikroskafgenommenen Fotos der Zellen der
Positivkontrolle den mit steigender Passagezahlelzonenden Anteil groRRer, flacher
(fibroblastenartiger) Zellen, die keine oder numeeischwache Rotfarbung aufwiesen. Die
bereits bei der morphologischen Untersuchung ddeZdeschriebenen Zellhaufen, die in
den Zellkulturflaschen den fibroblastenartigen &elaufsaRen, waren nach zytochemischer
Farbung AP-positiv (Abb. 31B). Bei der computergeden Auswertung der Fotos der
Positivkontrolle wurden die starken Schwankungenkdgbungen deutlich, die Fluoreszenz
nahm bis zur 11. Passage ab, lag aber bei Pasgagaeder deutlich héher (Abb. 32).
Aufgrund der sehr zeitintensiven Auswertungsmethdidser Farbungen wurden jeweils nur
drei repréasentative Fotos einer Passage ausgewdufetine statistische Auswertung wurde
aufgrund des geringen Stichprobenumfangs verzichtet

Die zytochemische Farbung der Zellen wurde ebenfadch der 16. Passage der Hauptstudie

nicht weiter durchgefuhrt.
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Abb. 30: Zytochemischer Nachweis der Alkalischen Phosphatase-

Aktivitat

(Inkubation mit Substratlésung Alkaline Phosphatase Substrate Kit, Vector)
A: Fibroblasten (Negativkontrolle)

B: ES Zellen der Passage 0 der Hauptstudie

Die mit | bezeichneten Fotos zeigen die fluoreszenzmikroskopische
Aufnahme, die mit Il bezeichneten Fotos die lichtmikroskopische
Aufnahme des Bildausschnitts A bzw. B (Vergro3erung x 88,5).
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Abb. 31: Zytochemischer Nachweis der Alkalischen Phosphatase-

Aktivitat

ES Zellen nach 16 Passagen der Hauptstudie (Inkubation mit Substratlésung
Alkaline Phosphatase Substrate Kit, Vector)

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

B: Positivkontrolle (Ansatz D, ohne Differenzierungshemmung kultiviert)

Die mit | bezeichneten Fotos zeigen die fluoreszenzmikroskopische
Aufnahme, die mit Il bezeichneten Fotos die lichtmikroskopische Aufnahme
jeweils des Bildausschnitts A bzw. B (Vergrof3erung x 88,5).
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Abb. 32: Auswertung der Zellen der Positivkontrolle nach zytochemischer
Untersuchung auf Alkalische Phosphatase-Aktivitat

Ergebnis der software-gestitzten Auswertung deoch@mischen Farbung der Zellen der
Positivkontrolle (n=3).





