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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Im Zuge der Séugerentwicklung entsteht aus der totipotenten Eizelle ein Organismus aus
mehr als 200 verschiedenen Zelltypen. Dabei wird die Entwicklung und der Erhalt des Tieres
von Stammzellen gewiahrleistet. Wahrend der Embryonalentwicklung gibt es nur transient
vorkommende Stammzelltypen, wahrend der adulte Korper die Homoeostase mittels perma-
nent vorhandener somatischer Stammzellen aufrechterhilt. Als kennzeichnend fur die somati-

schen Stammzellen galt, dass sie nur die Zellen ihres Gewebes ersetzen konnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob SSZ tatséchlich auf die Bildung von Zellen
ihres Stammzellkompartiments beschrankt sind. Dazu wurden drei verschiedene Stammzell-
typen, murine hdmatopoetische und humane HSZ sowie murine NSZ in murine Praimplanta-
tionsblastozysten injiziert. Da dies die Zellen mit einer Umgebung exponiert, von der die Bil-

dung aller Zelltypen des erwachsenen Tieres ausgeht.

Es konnte gezeigt werden, dass zur Mitte der Schwangerschaft Nachkommen aller drei inji-
zierten Stammzelltypen sich préferentiell in den fotalen hamatopoetischen Geweben befinden.
Fur humane hamatopoetische und murine NSZ wurde gezeigt, dass diese hamatopoetische
Vorlaufer in hdmatopoetischen Geweben der Embryonen bilden, sowie dass Nachkommen
dieser Zellen ein erythroides Genexpressionsmuster aktivieren. Der Vergleich adulter chimé-
rer Tiere zeigte, dass HSZ zu nahezu gleichen Teilen neurale und hamatopoetische Gewebe
besiedelt hatten. Nachkommen neuraler Stammzellen dagegen vor allem in neuralen Geweben

adulter Tiere gefunden wurden.

Aus diesen Ergebnisssen ldsst sich ableiten, dass SSZ durch die Exposition mit der fruhen
embryonalen Mikroumgebung zur Bildung heterologer Zelltypen angeregt werden konnen.
AuBerdem demonstrieren diese Ergebnisse das unterschiedliche Entwicklungspotenzial von
HSZ und NSZ und grenzen es gegenuiber dem pluripotenten Differenzierungspotenzial von

ES-Zellen ab.



Summary

2 Summary

During mammalian ontogeny an organism develops from a totipotent zygot that is composed
of more than 200 distinct cell types. The development and the maintanance of the organism is
dependent on somatic stem cells. Transient stem cell types exist during early embryonic de-
velopment, but homoestasis of the adult is maintained by resident somatic stem cells. The
restriction in committent to the exclusive generation of cells of their own stem cell system

was considered as a hallmark of adult stem cells.

The objective of the present thesis was to investigate whether somatic stem cells are truly
restricted to the generation of cells belonging to their own stem cell system only. To this end
three somatic stem cell types, murine hematopoietic, human hematopoietic and murine neural
stem cells were injected into murine blastocysts. The blastocysts provides the injected stem
cells with a microenvironment permissive for the generation of all cell types of the adult or-

ganism.

It could be shown using this method that progeny of murine and human hematopoietic and
murine neural stem cells preferentially engrafted the hematopoietic tissues of the developing
embryo. Furthermore, injection of human hematopoietic and murine neural stem cells gave
rise to hematopoietic progenitors cells in fetal hematopoietic tissues, and generated cells with
an erythroid gene expression pattern. Comparison of adult chimeric animals revealed that
progeny of hematopoietic stem cells had engrafted hematopoietic and neural tissues to a si-
milar extent, whereas progeny of neural stem cells was preferentially detected in neural tis-

Sues.

This result indicates, that somatic stem cells can generate heterologous cells if exposed to the
early embryonic environment. Furthermore, it demonstrates the distinct and different deve-
lopmental potentials of hematopoietic and neural stem cells and and distinguishes them from

the pluripotent differentiation potential of ES-cells.
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Abkiirzungsverzeichnis

bFGF basic fibroblast growth factor

bp base pairs (Basenpaare)

CD clusters of differentiation

cDNA coding DNA (durch reverse Transkription aus mRNA gewonnen)
DEPC Diethylpyrocarbonat

DNA desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsiure)
EDTA Ethylendiaminotetraessigsdure

EGF epidermal growth factor

eGFP enhanced green fluorescent protein

ES-Zelle embryonale Stammzelle

FACS fluorescence-activated cell scanner

FCS fetal calf serum (Fotales Kélberserum)

FITC Fluorescein-5-isothiocyanat

g Erdbeschleunigung: 9,81 m/s*

Gy Gray

Std. Stunde(n)

HSZ hédmatopoetische Stammzelle

kb kilo bases (Kilo-Basen)

LIF leucaemia inhibitory factor

min. Minute(n)

nm Nanometer

NSz neurale Stammzelle

PBS Phosphate buffered saline

PCR polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenraktion)
RNA ribonucleic acid (Ribonukleinséure)

RT Raumtemperatur

RT-PCR reverse transcriptase polymerase chain reaction (PCR mit vorhergehen-

der reverser Transkription der RNA)

sek. Sekunde(n)

SDS Sodium dodecyl sulfate
SSz somatische Stammzelle
TBE Tris-Borat-EDTA

\Y% Volt

ZNS Zentralnervensystem
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3 Einleitung

3.1 Stammzellen im Sauger - ein erster Uberblick

Im adulten Sauger existieren Organe und Gewebe, wie z.B. die Haut, das Darmepithel oder
das hamatopoetische System, die einen hohen Zellumsatz haben. Der Ersatz alter und ver-
brauchter Zellen wird durch Stammzellsysteme geleistet, die aufgrund vorhandener Stamm-
zellen die Funktion der Organe und Gewebe lebenslang aufrecht erhalten. Aber nicht nur Ge-
webe mit hohem Zellumsatz sondern auch Organe mit geringem Zellumsatz wie z.B. das zent-
rale Nervensystem, enthalten Stammzellen. Stammzellsysteme dienen neben dem Erhalt der
Organe auch dem Wiederaufbau nach Schadigung.

Was charakterisiert diese Zellsysteme, wann werden sie gebildet und was ist ihre Leistungsfa-

higkeit?
3.2 Definition von Stammzellen

A) Stammzellen sind in der Lage Nachkommen, die ebenfalls Stammzellen sind, hervor-
zubringen (Selbsterneuerungspotenzial).
B) Stammzellen konnen eine Vielzahl differenzierter Nachkommen bilden (Multilinien-

differenzierungspotenzial).

Von Stammzellen wird immer dann gesprochen, wenn Zellen diese zwei definierenden Eigen-

schaften aufweisen.
3.3 Entwicklung und Bildung von Stammzellen

Die Entwicklung eines Saugers geht auf eine befruchtete Eizelle, die Zygote, zuriick. Sie ist
der Ursprung aller Zellen, die den spateren Organismus aufbauen werden. Demnach wird sie
als totipotente Zelle bezeichnet. Aber nicht nur die Zygote, sondern auch die Zellen, die durch
die ersten Furchungsteilungen bis zum Stadium der Morula entstehen, konnen noch nach
Trennung voneinander den gesamten Organismus bilden. So werfen z.B. Gurteltiere (M. Abs
1985) obligatorisch eineiige Vierlinge, die durch Teilung des frihen Embryos in gleichwerti-
ge, sich von nun an getrennt entwicklende Embryonen entstehen. Dies in der Natur vorkom-

mende Phanomen macht sich auch in der Landwirtschaft beim Embryosplitting von Rinder-



Einleitung 6

embryonen zunutze (Heyman et al. 1998). Damit erfullen die Zellen des Embryos bis zum
Stadium der Morula die fur Stammzellen definierenden Eigenschaften.

Die Totipotenz, die die frihen Zellen des Embryos noch besitzen, wird bis zum Blasto-
zystenstadium verloren. Zum Zeitpunkt der Blastozyste besteht der Embryo bereits aus unter-
einander verschiedenen Zelltypen (Rossant 1975; Rossant 1975; Rossant et al. 1977): dem
Trophektoderm, das als einzellige Schicht das Blastozoel umgibt und der im Blastozoel be-
findlichen Inneren Zellmasse (IZM) auf die alle intraembryonalen sowie ein Teil der extra-
embryonalen Gewebe zuruickgehen. Von einer Gruppe um M. J. Evans und einer parallelen
Gruppe um G. R. Martin wurde aus der murinen IZM zum ersten Mal eine in vitro wachsen-
de, nicht transformierte Zelllinie etabliert (Evans et al. 1981; Martin 1981). Diese Zellen kon-
nen in vitro durch Kokultur auf embryonalen Fibroblasten oder durch Zugabe von LIF zum
Kulturmedium in einem undifferenzierten Zustand gehalten werden (Williams et al. 1988;
Gough et al. 1989). Werden ES Zellen durch Mikroinjektion zuruick in die Blastozyste ge-
bracht und eine solche injizierte Blastozyste zum Austragen in eine Leihmutter transferiert, so
entsteht ein Chimire. Dieses Tier ist aus den Zellen der inneren Zellmasse der Blastozyste
sowie den ES Zellen aufgebaut (Beddington et al. 1989). Diese ES-Zellen besitzen auch die
Fahigkeit in vitro zu differenzieren und dabei eine Vielzahl von Zelltypen zu bilden, die auch
im adulten Tier vorkommen. So werden z.B. Muskel-, Nerven-, Epithel- oder auch Blutzellen
gebildet (Doetschman et al. 1985; Schuldiner et al. 2000). ES Zellen sind, demnach Stamm-
zellen mit in vitro unbegrenztem Teilungspotenzial und der Fahigkeit zur Multiliniendifferen-
zierung und in vivo der Féahigkeit alle Zellen des erwachsenen Tieres zu bilden. Da sie aber
allein nicht einen Embryo mit seinen extraembryonalen Geweben aufbauen konnen, sondern
nur wie Zellen der inneren Zellmasse die Gewebe des Embryos selbst aufbauen, werden sie
im Gegensatz zu den totipotenten, frihen embryonalen Zellen als pluripotent bezeichnet
(Nagy et al. 1990; Nagy et al. 1993).

Im weiteren Verlauf der Entwicklung bilden sich die drei Keimblitter, Ekto-, Meso- und En-
doderm, innerhalb derer sich die Organanlagen bilden. SSZ entstehen in der Embryonalent-

wicklung zu bestimmten Zeitpunkten (Muller et al. 1994; Qian et al. 2000).
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3.4 Stammzellen im adulten Organismus

3.4.1 Murine hamatopoetische Stammzellen

Stammzellen wurden zuerst im hamatopoetischen System gesucht und gefunden. Historisch
begann die Suche nach hamatopoetischen Stammzellen in den funfziger Jahren (Lorenz et al.
1951; Ford et al. 1956). Gesucht wurden die Zellen, die ein durch ionisierende Strahlung zer-
stortes hamatopoetisches System eines Empfangertieres wieder aufbauen konnten
(Makinodan 1956; Nowell et al. 1956; Porteous et al. 1965). Die gesuchten Zellen mussen
dazu sich selbst erneuern konnen, so die zerstorte Stammzellpopulation wiederaufbauen, alle
myloiden, erythroiden und lymphoiden Zellen des Blutsystems bilden und so die Funktion des
Blutes und des Immunsystems wiederherstellen konnen (Lajtha et al. 1965; Porteous et al.
1966). Dazu wurden Subfraktionen des Knochenmarks, welches sich sehr frith als Hort der
hamatopoetischen Stammzellen (HSZ) erwiesen hatte, isoliert (Siminovitch et al. 1963; Till et
al. 1964; Jursskova et al. 1965; Fowler et al. 1966; Haskill et al. 1970). Durch Isolation an-
hand von physikalischen Merkmalen oder Oberflaichenmarkern wurde eine Population von
Zellen beschrieben, in der HSZ hoch angereichert sind (Abbildung 3) (Jones et al. 1990; Oka-
da et al. 1991; Spangrude 1992). Aus dem Labor von I. Weissman stammen Publikationen, in
denen differenziert wird zwischen kurzzeitrepopulierenden HSZ, die das hdamatopoetische
System zwar in allen Linien, nicht aber uiber einen lingeren Zeitraum repopulieren konnen
und langzeitrepopulierenden HSZ, die diese Aufgabe uiber die ganze Lebensspanne erfullen
konnen (Morrison et al. 1994). Heutzutage ist es moglich murine HSZ so hoch anzureichern,
dass das hamatopoetische System syngener Tiere mit nur einer Zelle der isolierten Stammzell-

fraktion wiederaufgebaut werden kann (Abbildung 4) (Ogata et al. 1995).

3.4.2 Humane hamatopoetsiche Stammzellen

Humane HSZ werden schon seit vielen Jahren erfolgreich bei Knochenmarktransplantationen
klinisch eingesetzt. Trotzdem ist das Wissen iiber humane HSZ geringer als iber murine HSZ,
was vor allem an fehlenden experimentellen Systemen liegen durfte (McCune et al. 1989)
(Verfaillie 2002). Mittlerweile ist es gelungen, humane HSZ mithilfe von in vitro und in vivo
Testmodellen relativ gut zu charakterisieren (Dick et al. 1991) (Pflumio et al. 1996). Die in

vitro Testmethoden messen die klonogene Proliferationsaktivitiat zu untersuchender Zellen
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uber einen Zeitraum von 6-8 Wochen (Conneally et al. 1997). Wéhrend sich mit in vitro Tests
sehr schnell eine Vielzahl verschiedener Zellfraktionen untersuchen lésst, sind in vivo Assays
besser geeignet, die komplexen Vorgange einer Knochenmarktransplantation wiederzugeben
(Dorrell et al. 2000). Daher wird zur Bestimmung humaner HSZ Aktivitit, die Fahigkeit hu-
mane Hamatopoese in der Maus zu initiieren, getestet. Zellpopulationen, die auf ihren Anteil
humaner HSZ untersucht werden sollen, werden in bestrahlte NOD/SCID (Non obese diabe-
tes/ severe combined immune deficient) Mause transplantiert und die sich ausbildende huma-
ne Hamatopoese wird ausgewertet (Hogan et al. 1997).

Humane HSZ konnen aus verschiedenen Geweben isoliert werden, so konnen sie aus dem
Knochenmark adulter Menschen direkt, oder nach Mobilisation durch Zytokine in das peri-
phere Blut aus diesem elutriert werden (Wang et al. 1997). Als eine besonders ergiebige
Quelle fur humane HSZ hat sich das Nabelschnurblut erwiesen, aber auch aus fotalen Gewe-
ben wie z.B. fotalem Knochenmark und fotaler Leber wurden humane HSZ isoliert (Zanjani
et al. 1991) (Baum et al. 1992) (Vormoor et al. 1993). Die Frequenz von Zellen mit der Fa-
higkeit eine adulte NOD/SCID Maus zu repopulieren, wurde in der Zellpopulation mit dem
hochsten Anteil humaner HSZ, der CD34*/CD38 Nabelschnurblutzellen, auf eine in 617
Zellen abgeschitzt (Bhatia et al. 1997).

3.4.3 Neurale Stammzellen

Bis vor wenigen Jahren wurde das Zentralnervensystem als ein Organ angesehen, das Scha-
den an seiner zellularen Struktur nicht durch Neubildung kompensieren kann. Dagegen war
erwiesen, dass Funktionseinbuflen aufgrund von Zerstorung von Geweben durch Funktions-
kompensation anderer Hirnareale moglich ist. Zudem ist aus der Entwicklungsbiologie be-
kannt, dass wahrend der Embryonalentwicklung und auch postnatal der Zelltod vieler Neuro-
nen fur die Funktionsfahigkeit des Gehirns notig ist (Kandel et al. 2000).

Obwohl diese Sicht zum Teil heute noch zutreffend ist, wurde sie durch neue Erkenntnisse
uber die Neubildung von Neuronen im erwachsenen Gehirn erweitert (Mayer-Proschel et al.
1997; Mujtaba et al. 1998; Vescovi et al. 1999; Vescovi et al. 1999). Sowohl im Mensch als
auch in der Maus konnte in verschiedenen Hirnarealen Neurogenese nachgewiesen werden,
und die dafur verantwortlichen Stammzellen konnten aus embryonalen und adulten Teilen des
Hirns isoliert und in Kultur genommen werden (Bjornson et al. 1999; Foster et al. 1999;
Mehler et al. 1999). In Kultur konnen NSZ gehalten und vermehrt werden, sie sind in der La-

ge durch Induktion von Differenzierung die drei neuralen Zelllinien Astrozyten, Neurone und
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Oligodrendozyten zu bilden und erfullen damit die Kriterien fur Stammzellen (Kirchhof et al.
2002).

Welche Bedeutung die Neurogenese durch NSZ im adulten Korper hat, ist noch nicht geklart.
Bekannt ist nur, dass sie abhéngig von Stimuli durch die Umgebung ist (Kempermann et al.

1997).

3.5 Plastizitat von Zellen

Plastizitat ist die Annahme einer zelluldren Identitat, die nicht zu dem Differenzierungspoten-
zial der ursprunglichen Zelle zahlt. Um Plastizitat nachzuweisen, muss das Differenzierungs-
potenzial der Ausgangszelle und der Differenzierungszustand der daraus neu entstandenen
Zelle bekannt und zudem verschieden davon sein. Die Embryologie hat durch Transplantati-
onsexperimente zeigen konnen, dass schon friih wahrend der Entwicklung das Schicksal von
Zellen vorherbestimmt ist (Dale et al. 1987; Tam et al. 1987). Daher galt es als gesichert, dass
Entwicklungsprozesse unidirektional sind und Plastizitat somatsicher Zellen nicht auftritt.
Gleichwohl ist diese Sicht von Differenzierung fur manche Spezies irrelevant, so zum Bei-
spiel in Hydra, deren Zellen alle zur kompletten Regeneration des Gesamtorganismus befa-
higt sind.

Der adulte Sauger ist nur sehr begrenzt zur Regeneration verlorener oder zerstorter Strukturen
befahigt. Dabei ist die Regeneration abhingig vom Vorhandensein von Stammzellen im ge-
schadigten Gewebe. Bei der Regeneration eines beschadigten Gewebes durch gewebeeigene
Stammzellen handelt es sich nicht um Plastizitat, denn die Neubildung verlorener Zellen ge-
hort zum Differenzierungspotenzial dieser gewebespezifischen Stammzellen (Lemischka
2002).

Die fur Plastizitat notwendige Anderung des Differenzierungsstatus hin zu einer linienfrem-
den Zelle wurde erstmals Ende der 80iger Jahre bei B-Zellen beobachtet. Dabei wurde in B-
Zellen durch die Uberexpression der v-raf Kinase ein Identitaitswechsel zu Makrophagen be-
obachtet (Klinken et al. 1988). Anfang der 90iger wurde in erythroiden Vorlauferzellen des
Huhnchens entdeckt, dass Transformation durch den E26 Virus diese zu multipotenten Zellen
macht und sie anschlieBend zur Differenzierung in linienfremde Zellen induziert werden
konnten (Graf et al. 1992). Ende der 90iger Jahre wurde beschrieben, dass das Fehlen des
Homodomain Transkriptionsfaktors Pax5, der fur die Entwicklung von B-Zellen notwendig
ist, zur Generation von B-Zellvorldufern fuhrt, die im Stande sind andere hdmatopoetische

Zellen, z.B. T-Zellen, zu bilden (Rolink et al. 1999). Es war deutlich geworden, dass durch
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selektive Eingriffe in das Genexpressionsmuster die Identitat von Zellen soweit aufgeweicht
werden konnte, dass diese ein plastisches Verhalten und damit die Bildung linienfremder
Zellen ermoglichten. Offen blieb die Frage, ob es eines so drastischen Eingriffs wie der Uber-
expression oder der Deletion eines Gens bedurfe, um Plastizitat zu erreichen.

Im Jahre 1999 wurde von Bjornsson und Kollegen eine Arbeit publiziert, die zeigte, dass in
vitro wachsende NSZ in der Lage sind, das hdamatopoetische System bestrahlter Mause zu
repopulieren. Erstaunlicherweise hatten NSZ, die Abkommlinge des ektodermalen Keimblat-
tes sind, in vivo mesodermale Zellen gebildet. Es entstanden nicht nur differenzierte Zellen,
sondern im Knochenmark der Empfangerméduse auch hamatopoetische Vorlauferzellen
(Bjornson et al. 1999). Das war die erste einer ganzen Reihe von Veroffentlichungen der fol-
genden Jahre, die Plastizitait SSZ beschrieb. Besonders herausragend war diese Arbeit wegen
des klonalen Ursprungs der verwendeten NSZ und der auBlerordentlich hohen Frequenz, mit
der hamatopoetische Zellen durch NSZ gebildet worden waren. Weitere Arbeiten beschrieben
das myogene Potenzial von NSZ und schlieBlich wurden in Experimenten Resultate erzielt,
die das Entwicklungspotenzial von NSZ nahezu dem embryonaler Stammzellen gleichstellen
( Galli et al. 2000; Clarke et al. 2000). Aber nicht nur fur NSZ, sondern auch iber das Diffe-
renzierungspotenzial von HSZ wurden erstaunliche Berichte publiziert. So wurde die Bildung
von Leberzellen und verschiedener epithelialer Zelltypen beschrieben (Lagasse et al. 2000;
Krause et al. 2001). Aus Knochenmark wurden Zellen isoliert, die Muskel- oder neurale Zel-
len bilden konnten (Gussoni et al. 1999; Brazelton et al. 2000; Mezey et al. 2000; Orlic et al.
2001), und entsprechend aus Muskel Zellen die Blutzellen bildeten (Jackson et al. 1999). A-
ber wiahrend die Arbeiten von Bjornson et al. und Lagasse et al. einen hohen Standard bezuig-
lich der eingesetzten Zellfraktion hatten, wurden in spéteren Publikationen Zellfraktionen
verwendet, die nicht aufgereinigt waren. Die anfanglich groBe Euphorie, die Hoffnungen auf
jeden beliebigen Zellersatz aus somatischen Stammzellen schurte, wurde von Berichten ge-
dampft, die zeigen konnten, dass ein Teil der gefundenen Resultate nicht die Plastizitat einer
Stammzelle beschreiben, sondern durch die Heterogenitiat der verwendeten Zellfraktion zu
erklaren sind (Kawada et al. 2001). I. Lemischka prangerte in mehreren Artikeln die Verkniip-
fung des Begriffes Plastizitat mit Ergebnissen aus Versuchen, in denen gemischte Zellfraktio-
nen verwandt worden waren, an (Lemischka 2002). Er warb fur die Verwendung retroviral
markierter Stammzellen, um eindeutig die klonale Verwandtschaft der SSZ und der differen-
zierten Zellen zu zeigen.

Eine, die letzten Jahre uibersehene alternative Ursache fur die gefundenen Ergebnisse, die

Plastizitat beschrieben, wurde in Studien von Ying und Kollegen und Terada und Kollegen
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beschrieben (Terada et al. 2002; Ying et al. 2002). In den Arbeiten wurde darauf hingewiesen,
dass NSZ und HSZ in vitro mit ES-Zellen fusionieren konnen und die daraus entstandenen
Zellhybride ein ES-Zell dhnliches Differenzierungspotenzial besitzen. Wenngleich die von
den beiden Gruppen verwendeten Methoden weit entfernt von der in vivo Situation sind, be-
steht doch die theoretische Moglichkeit, dass Zellfusion fur die beobachteten Ergebnisse mit-

verantwortlich sein kann.

3.6 Differenzierung von Stammzellen

Die im vorherigen Kapitel ausgefuhrten Ergebnisse zur Plastizitat somatischer Stammzellen
widersprechen bisherigen Ergebnissen und Modellen, die das Differenzierungsverhalten von
Stammzellsystemen beschreiben. Die Regulation der Differenzierung innerhalb eines Stamm-
zellsystems wurde durch zwei verschiedene

Modelle beschrieben.

Stochastische Modell der Regulation von
Selbsterneuerung und Differenzierung

0 Einerseits wurde eine rein stochastische Deter-

Rt QZ minierung angenommen (Abbildung 1) (Till et

©)
b \‘p“,j) P/ \\Q‘M al. 1964; Korn et al. 1973; Enver et al. 1998;
® © ©

Socolovsky et al. 1998). Eine Grundlage dafur
Abbildung 1: Gezeigt ist ein Modell zur

stochastischen Regulation eines Stammzell-
systems am Beispiel des hamatopoetischen.
Die Stammzelle wird mit der Wahrschein-
lichkeit p, eine Selbsterneuerungsteilung

war die Erkenntnis, dass in HSZ Genloci, die
charakteristisch fur differenzierte himatopoeti-

sche Zellen sind, gedffnet sind und auf einem

durchfuhren, mit der Wahrscheinlichkeit p;
zu einer lymphoiden Vorlauferzelle, und mit
der Gegenwahrscheinlichkeit fur diese Er-
eignisse Py Zu einer myloid-erythroiden
Vorlauferzelle zu werden. Ebenso ist die
Entscheidung der Vorlauferzellen zur Bil-
dung einer differenzierten Zelle ein sto-
chastisches Ereignis. Abkiirzungen: HSZ,
hamatopoetische Stammzelle; LVZ,
lymphoide Vorlauferzelle, EMVZ, E-
rythroid-myeloide Vorlauferzelle; TZ, T-
Zelle; BZ, B-Zelle; EZ, Erythrozyt; MZ,
myeloide Zelle

niedrigen Niveau transkribiert werden (Hu et al.
1997; Kontaraki et al. 2000). Dies wurde dahin-
gehend interpretiert, dass in Vorlauferzellen ein
labiles Gleichgewicht der Transkription zwi-
schen sich gegenseitig ausschliefenden Expres-
sionsmustern besteht. Durch die simultane
Transkription sind HSZ offen fur die Differen-
zierung zu allen Linien des hdmatopoetischen

Systems (Cross et al. 1997). Es wurde weiter

angenommen, dass durch stochastische Verschiebungen in diesem Gleichgewicht der Expres-
sionsmuster sich eines gegen die anderen durchsetzt und sich etabliert. In der differenzieren-

den Zelle fuhrt dies dann zu der exklusiven Expression der linienspezifischen Gene.
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Die zweite Theorie zur Differenzierung von Stammzellen geht von einer extrinsischen Regu-

lation der Linienentscheidung in einem Stammzellsystem aus (Abbildung 2). Ursachlich sind

Modell zur extrinsischen Regulation von Selbsterneuerung und Differenzierung

Abbildung 2: Gezeigt ist ein Modell der extrinischen Regulation in
einem Stammzellsystem am Beispiel des hamatopoetischen. Die
HSZ wird durch Stromazellen in der sogenannten Stammzellnische
als Stammpzelle erhalten, Einfliisse des Stroma bestimmen, welche
Effektorzellen aus der Stammzelle gebildet werden. Abkiirzungen:
HSZ, hdamatopoetische Stammzelle; LVZ, lymphoide Vorlaufer-
zelle; EMVZ, Erythroid-myeloide Vorlauferzelle; TZ, T-Zelle;
BZ, B-Zelle; EZ, Erythrozyt; MZ, myeloide Zelle.

nicht Verschiebungen im Gleich-
gewicht des Genexpressions-
musters, sondern die Einfliisse
des Stroma (Dorshkind 1990;
Friedrich et al. 1996). Dabei wird
das Stroma durch umgebende
Zellen gebildet, die durch die
Sekretion loslicher, sowie der
Prasentation membranstindiger
Faktoren und Komponenten das
Schicksal der Stamm- und Vor-
lauferzellen bestimmen (Ohneda
et al. 1990; Gunji et al. 1991).
Der Erhalt von Stammzellen er-
folgt in sogenannten Stammzell-
nischen, welche Stammzellen als
Stammzellen erhalten konnen,

wihrend die Differenzierung zu

Effektorzellen durch andere Stromazellumgebungen reguliert wird (Williams et al. 1992; Wi-

neman et al. 1996; Geiger et al. 1998; Whetton et al. 1999).

Die Hypothese der extrinsischen Regulation von Stammzellen erhialt vor dem Hintergrund der

im vorherigen Abschnitt beschriebenen Phanomene der Stammzellplastizitat besonderes Ge-

wicht. Es wiare denkbar, dass Plastizitat somatischer Stammzellen nur im Kontext von Mikro-

umgebungen moglich ist, da diese iber SSZ gemeinen Signaltransduktionswegen die Ande-

rung von Identititen bewirken konnen.
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4 Fragestellung

SSZ dienen dem Erhalt von Funktionsfahigkeit und Integritit von Organen und Geweben.
Dazu wird von den Stammzellen Zellverlust, bedingt durch Trauma oder physiologischen
Zellumsatz, ausgeglichen und so die Gewebehomoestase aufrechterhalten. SSZ besitzen die
Féahigkeit klonal alle Zellen ihres Stammzellsystems zu bilden. Ziel dieser Arbeit war zu un-
tersuchen, ob das Differenzierungspotenzial von SSZ auf die Bildung von Zellen ihres

Stammzellsystems beschrankt ist, oder ob SSZ daneben noch andere Zelltypen bilden konnen.

Durch Exposition dreier verschiedener SSZ-Typen mit der embryonalen Mikroumgebung der
murinen Blastozyste sollte untersucht werden, ob die Mikroumgebung der frithen Embryonal-
entwicklung SSZ zur Bildung heterologer Zelltypen anregen kann. Durch die Analyse der von
den SSZ gebildeten Zelltypen sollte das Differenzierungspotenzial humaner HSZ aus dem

Nabelschnurblut, muriner adulter HSZ und muriner fotaler NSZ ermittelt werden.

Das diesen Experimenten zugrunde liegende Ziel war, neue Erkenntnisse uber das Entwick-
lungspotenzial von SSZ zu finden. Ferner sollten die in diesen Studien erhaltenen Ergebnisse
helfen einzuschitzen, ob und fur welche Art heterologen Zellersatzes sich die untersuchten

SSZ-Typen eignen.
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S Ergebnisse

5.1 Einleitung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das Differenzierungspotenzial dreier somatischer
Stammzelltypen, namlich muriner hdmatopoetischer, humaner hdmatopoetischer und muriner
neuraler Stammzellen durch Blastozysteninjektion untersucht. Die Donoranteile injizierter
SSZ in Chiméren wurden exemplarisch zu drei Zeitpunkten evaluiert: nach 12- bis 24- stundi-
ger in vitro Kultur, nach Retransfer injizierter Blastozysten in Ammen am Tag 12,5 der
Schwangerschaft und bei adulten Tieren im Alter von 3-5 Monaten.

Der erste Zeitpunkt wurde gew#hlt, um zu uberpriifen, ob die injizierten Zellen direkt nach
der Injektion in der Blastozyste verbleiben. Der zweite Zeitpunkt zur Mitte der Schwanger-
schaft wurde gewdhlt, um zu untersuchen, welche Zelltypen durch die Anforderungen, die
wiahrend der Embryonal- und Fotalentwicklung herrschen, gebildet werden. Die Analyse a-
dulter Tiere sollte Aufschluss daruiber geben, zu welchen Geweben und Organen Nachkom-
men injizierter SSZ auf Dauer beitragen.

Um Ergebnisse aus der Analyse chimérer Tiere eindeutig interpretieren zu konnen, ist es no-
tig, eine genau definierte, moglichst homogene Zellpopulation fur die Injektion in Blasto-
zysten zu verwenden. Daher wurden SSZ zuerst so aufgereinigt, dass es sich um eine nahezu

homogene Zellpopulation handelte.
5.2 Isolation hamatopoetischer Stammzellen aus dem Knochenmark adulter Mause

HSZ sind seltene Zellen im adulten Knochenmark und kommen nur mit einer Frequenz von 1-
10 Zellen pro 100.000 kernhaltiger Knochenmarkzellen vor (Morrison et al. 1994). Bis heute
gibt es keine Moglichkeit, HSZ mittels eines einzigen Kriteriums zu isolieren. Allerdings ist
ein, nach den von Spangrude und Okada entwickelten Methoden, modifiziertes Zweischritt-
verfahren sehr gut geeignet, um HSZ zu isolieren (Spangrude et al. 1988; Okada et al. 1993).
Dazu werden Femora und Tibiae préapariert und das Knochenmark aus den Langknochen aus-
gespilt. Zuerst werden all diejenigen Zellen des Knochenmarks depletiert, die Marker spezi-
fisch fur reife Zelltypen des hdmatopoetischen Systems exprimieren. Im zweiten Schritt wer-
den die so erhaltenen linienmarker - negativen Zellen (LIN" Zellen) mit monoklonalen fluo-
reszensmarkierten Antikorpern gegen die Tyrosinkinase c-kit und das Oberflichenantigen

Scal inkubiert. Die so markierten Zellen werden in einem FACSort Gerit aufgetrennt. Die fur
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beide Oberflichenantigene positiven Zellen stellen HSZ dar und wurden weiter verwendet

(Abbildung 3).
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Abbildung 3: Gezeigt sind links ein Histogramm und rechts ein Dot-Blot eines FACSort Experiments. Kno-
chenmarkzellen wurden mit fluoreszensmarkierten monoklonalen Antikorpern gegen Marker reifer Zellen (LIN
Cocktail) inkubiert. Im Histogramm ist in rot das Ergebnis der Farbung von Knochenmarkzellen mit dem LIN
Cocktail gezeigt. In violet ist die Analyse der LIN" Zellen, gefarbt mit dem LIN Cocktail, abgebildet und der
Anteil der Zellen, die fur den FACSort verwendet wurden (LIN"). Die LIN- Zellen wurden mit fluoreszensmar-
kierten monoklonalen Antikorpern gegen Scal (Ordinate) und c-kit (Abszisse) inkubiert und mit einem FACSort
aufgetrennt. Im Dot Blot sind LIN" Zellen nach Expression von c-kit und Sca 1 aufgetrennt. HSZ befinden sich
in der Scal positiven und c-kit stark positiven Population (R1).

Dass es sich bei einer Zellpopulation um HSZ handelt, kann nur in Retrospektive nach einem
funktionellen Test gezeigt werden. Im Fall von HSZ ist der stringenteste funktionelle Test die
Repopulation eines zerstorten himatopoetischen Systems (Kubanek et al. 1970; Jordan et al.
1990; Szilvassy et al. 1993). Dazu wurden weibliche Mause mit 12,5 Gray Gammastrahlung
aus einer Casiumquelle bestrahlt. Dies schddigt das hamatopoetische System der Mause so-
weit, dass sie innerhalb von 14 Tagen an den Folgen der Bestrahlung sterben (Salomon et al.
1990). Den bestrahlten Mausen wurden limitierende Zellzahlen einer LIN", c-kit", Scal* Zell-
population injiziert und nach 12 Wochen wurde der Grad an Chimiarismus im hamatopoeti-
schen System der Rezipienten bestimmt (Szilvassy et al. 1990). Wie in Abbildung 4 zu sehen
ist, ist eine LIN", c-kit", Scal® Zellen ausreichend, um das hamatopoetische System lethal be-
strahlter Méduse zu repopulieren. Dies zeigt, dass sich unter den 20 injizierten Zellen mindes-
tens eine befunden haben muss, die in der Lage war, das hamatopoetische System wieder auf-
zubauen.

Fur die Injektion in murine Blastozysten wurden daher Zellen der LIN', c-kit*, Scal® Zell-

fraktion verwendet.
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Abbildung 4: Donorspezifische PCR Analyse genomischer DNA aus dem peripheren Blut bestrahlter weiblicher
Mziuse, denen limitierende Zellzahlen muriner LIN', c-kit", Scal* gewonnen aus mannlichen bcl2 transgener
Spendern transplantiert wurden. Es wurden in A 640, 160, 40, 20, in B zusatzlich 5 und 1 LIN, c-kit", Scal*
Zellen transplantiert. In Rezipienten konnte 3 Monate nach Transplantation im peripheren Blut weiblicher Emp-
fangertiere mannliche Zellen detektiert werden (A). In B ist der Nachweis des Bcl2 Transgens in DNA, gewon-
nen aus dem peripheren Blut von Empfangertieren, gezeigt. Zur Kontrolle der Transplantation wurden 2 Millio-
nen mannliche Knochenmarkzellen transplantiert, die ebenso zur Besiedelung des hamatopoetischen Systems der
weiblichen Rezipienten fuhrten. Als PCR-Kontrollen wurden fir A DNA, gewonnen aus méannlichen bzw. weib-
lichen Tieren (links), und Wasser eingesetzt, fir B eine Verdunnung bcl2 transgener DNA in wildtypischer
DNA. Zu sehen ist das Autoradiogramm eines PCR-Southern Blots.

5.3 Isolation hamatopoetischer Stammzellen aus humanem Nabelschnurblut

Ebenso wie fur die murinen HSZ gibt es fur die humanen HSZ keinen eindeutig definierenden
Zelloberflachenmarker. Die Isolation humaner HSZ erfolgt deswegen auch in einer Zwei-
schrittmethode. Heutiger Stand der Forschung ist, dass es sich bei der Fraktion der CD34-
positiven und gleichzeitig CD38-negativen Zellen aus humanem Knochenmark und Nabel-
schnurblut um die Zellpopulation mit der hochsten Frequenz an hamatopoetischen Stamm-
zellen handelt. So konnten CD34"/CD38 Zellen nach Transplantation in bestrahlte
NOD/SCID Miause das hamatopoetische System der Rezipienten dauerhaft repopulieren
(Vormoor et al. 1993; Junghahn et al. 1998; Verstegen et al. 1998). Durch die Injektion limi-
tierender Zahlen von CD34"/CD38 Zellen in bestrahlte NOD/SCID Miuse konnte gezeigt
werden, dass statistisch eine unter 617 dieser Zellen eine bestrahlte NOD/SCID Maus repo-
pulieren kann (Bhatia et al. 1997).

Im ersten Schritt wurden in einem diskontinuierlichen Ficollgradienten mononukleédre Zellen

angereichert, anschlieend wurden aus dieser Fraktion die Zellen, die den Oberflichenmarker
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CD34 trugen, isoliert. Die Aufreinigung humaner CD34" Zellen aus dem Nabelschnurblut
wurde im Rahmen einer Kollaboration im Labor von Dr. Reinhard Henschler am Institut fur
Transfusionsmedizin und Immunhdmatologie, Deutsches Rotes Kreuz in Frankfurt, durchge-
fuhrt. Durch Zugabe fluoreszenzmarkierter monoklonaler Antikorper gegen die Marker CD34
bzw. CD38 wurden am Institut fur Virologie und Immunolgie der Universitait Wurzburg mit-
tels FACSort die fur CD34" angereicherten Zellen in CD34*/CD38 und CD34/CD38* Popu-
lationen aufgetrennt (Abbildung 5). Die so isolierten CD34*/CD38" Zellen aus humanem Na-

belschnurblut wurden fur die Injektion in murine Blastozysten verwendet.
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Abbildung 5: FACSort humaner HSZ aus Nabelschnurblutzellen aufgrund ihrer CD34 und CD38 Expression. Im
linken Dot Blot sind mononukledre Zellen des Nabelschnurblutes im Vorwirts- und Seitwartsstreulicht des
FACSort aufgetrennt. Im R1 befinden sich die nach morphologischen Kriterien lebenden Zellen. Im rechten Dot
Blot sind die lebenden Zellen aus R1 aufgrund ihrer Expression von CD34 und CD38 aufgetrennt. Dazu wurden
die Zellen mit monoklonalen Antikorpern gegen CD34 und CD38 gerichteten Antikorpern markiert. R2 im
rechten Dot Blot umschliefit Zellen mit dem CD34*/CD38" Phanotyp, diese Population ist hoch angereichert fur
humane HSZ Aktivitat (Bhatia et al. 1997; Conneally et al. 1997).

5.4 Isolation neuraler Stammzellen aus dem Vorderhirn embryonaler Mause

NSZ konnen aus verschiedenen Geweben des adulten Gehirns isoliert werden, darunter sind
der Dentate Gyrus des Hippocampus, die subventrikulare Zone und der Bulbus olfactorius
(Reynolds et al. 1992; Morshead et al. 1994; Weiss et al. 1996). NSZ konnen auch aus den
Cortices fotaler Mause gewonnen werden. Alle im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen Ver-
suche mit NSZ wurden mit NSZ, gewonnen aus murinem fotalen Hirn durchgefuhrt (McKay
1997).

Murine NSZ wurden von Frau Dr. Kirchhof gewonnen, kultiviert und zur Verfugung gestellt.
Fur die Isolation der NSZ wurden Méuse verpaart, am Tag 14 der Schwangerschaft wurde das
Muttertier getotet, die Embryonen entnommen, das Vorderhirn prapariert und durch Triturati-

on und Trypsinverdau in eine Einzelzellsuspension uberfuhrt. Diese Zellen wurden in Ge-
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genwart von bFGF und EGF kultiviert. Dabei bilden NSZ kleine, nicht adharierende Kugel-
chen, so genannte Neurospharen (Reynolds et al. 1992). Neurospharen bestehen aus neuralen
Vorlaufer- und Stammzellen (Weiss et al. 1996). Nach Vereinzelung einer Neurosphare kon-
nen die Zellen entweder differenzieren oder klonal neue Neurosphéren bilden und so ihren
Stammzellcharakter zeigen. Limitierende Verdunnungsreihen zeigten, dass etwa 3% der aus
Neurosphiren gewonnenen Einzelzellen neue Neurosphéren bilden konnen und somit Stamm-
zellcharakter besitzen. Vereinzelt man eine solche klonale Neurosphére und induziert Diffe-
renzierung, so entstehen sowohl Neurone, Oligodendrozyten als auch Astrozyten. So konnen
die beiden definierenden Charakteristika von Stammzellen fur NSZ (vgl. Kapitel 3.2) nach-
gewiesen werden. Fur die Injektion in Blastozysten, wurden Neurospharen vereinzelt und am
folgenden Tag diejenigen Zellen verwandt, die bis dann zu kleinen Mikrosphiaren herange-
wachsen waren. Somit wurden nur Zellen mit dem Potenzial zur Bildung einer neuen Neuro-

sphére, und damit vermehrt NSZ, injiziert.

5.5 Injektion von SSZ in murine Blastozysten

Eine wichtige Frage bezuglich der Biologie somatischer Stammzellen ist, in wie weit sich
somatische Stammzelltypen gleichen bzw. voneinander verschieden sind. Auflerdem sind ihre
zellbiologischen Charakteristika als auch ihr in vivo Differenzierungspotenzial von zentralem
Interesse. NSZ weisen ebenso wie HSZ Stammzellcharakter auf, das heif3t sie sind beide in
der Lage, zu den Zellen ihres Stammzellkompartiments zu differenzieren und sich selbst zu
erneuern. Wahrend NSZ in Kultur vermehrt werden kdonnen, ist dies trotz intensiver For-
schung bis heute bei HSZ nicht moglich (Weiss et al. 1996; Miller et al. 1997).

Genexpressionsanalysen von HSZ und Knochenmarkzellen sowie NSZ und differenzierten
neuralen Zellen ergaben, dass grole Unterschiede zwischen den differenzierten Zellen der
beiden Stammzellsysteme existieren (Kirsch, Muller und Zenke pers. Mitteilung) (Phillips et
al. 2000; Geschwind et al. 2001). Auf Ebene der Stammzellen wurden aber eine Reihe von
Genen gefunden, die in HSZ und NSZ exprimiert werden (Terskikh et al. 2001). Dieser U-
berlapp im Genexpressionsmuster der beiden SSZ konnte die molekulare Ursache fur Ergeb-
nisse sein, die zeigen, dass sowohl neurale Zellen aus HSZ und hdmatopoetische Zellen aus
NSZ hervorgehen konnen (Bjornson et al. 1999; Mezey et al. 2000). Durch den Vergleich des
in vivo Differenzierungspotenzials von HSZ und NSZ nach Injektion in murine Blastozysten
konnen Unterschiede und Gemeinsamkeiten der beiden SSZ in demselben experimentellen

System untersucht werden.
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5.6 Injektion muriner HSZ in murine Blastozysten
Blastozysten wurden aus zeitlich angepaarten Tieren am Tag 3,5 der Schwangerschaft (E3,5)
gewonnen. In die Blastozysten wurden mittels Mikroinjektion je nach Grofle des Blastozoels

30-50 HSZ injiziert.

5.6.1 Distribution injizierter LIN" Zellen in Blastozysten nach 12 Std. in vitro Kultur

Abbildung 6: Aufnahmen zweier verschiedener Blastozysten nach Injektion eGFP transgener Lin" Knochen-
markzellen. Abgebildet ist die Uberlagerung des unter Fluoreszensbedingungen aufgenommenen Bildes (griine
Fluroreszens) mit einem unter WeiSlicht aufgenommenen (400 fache VergroBerung).

In Abbildung 6 sind zwei Blastozysten zu sehen, in die LIN™ Zellen injiziert wurden. Die LIN
Zellen wurden aus dem Knochenmark eGFP transgener Mause, die das eGFP Gen ubiquitér
exprimieren, gewonnen (Okabe et al. 1997). Dabei ist zu sehen, dass sich die meisten der inji-
zierten Zellen im Blastozoel befinden, einige wenige Zellen jedoch aus dem Blastozoel her-
ausgedruckt wurden und sich zwischen dem Trophektoderm und der Zona Pellucida befinden.
AuBerdem wird deutlich, dass trotz ubiquitarer eGFP Proteinexpression nicht alle Zellen fluo-
reszieren. Dies wurde auch von Dr. H. Geiger und Dr. G. de Haan beobachtet (pers. Kommu-

nikation).

5.6.2 Analyse des Differenzierungspotenzials von HSZ in 12,5 Tage alten Embryonen

Da bis heute keine Moglichkeit existiert, Shugerembryonen in vitro ab dem Blastozystensta-
dium sich weiter entwickeln zu lassen, wurden die injizierten Blastozysten in scheinschwan-
gere Ammen transferiert (Hsu 1979) . Am Tag E12,5 wurde die Anzahl der sich entwickeln-

den Embryonen bestimmt. Die Effektivitat der Injektion bezuiglich der wachsenden Embryo-
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nen und geborenen Miause im Verhiltnis zur Anzahl transferierter Blastozysten ist in Tabelle

1 dargestellt:

Tabelle 1: Anteil wachsender Embryonen und geborener Tiere an transferierten Blastozysten

Injizierte Blastozysten Embryonen (E12.5) Anteil
527 187 35%

Injizierte Blastozysten Adulte (3-5 Monate) Anteil
236 86 36%

Wie aus Tabelle 1 ersichtlich wird, ist der Anteil der Embryonen am Tag E12,5 in etwa so

hoch wie der Anteil adulter Tiere, die sich aus injizierten Blastozysten entwickelten.

5.6.3 Analyse der Donoranteile in Embryonen nach Injektion wildtypischer HSZ

Um zu untersuchen, welche Gewebe die HSZ und ihre Nachkommen in dem sich entwickeln-
den Embryo besiedeln, wurden am Tag E12,5 die Ammen getotet, die Embryonen entnom-
men und der Dottersack, die fotale Leber, der Kopf, das Hinterbein und das fotale Blut als
individuelle Gewebe isoliert. Genomische DNA der Gewebe weiblicher Embryonen wurden
mittels einer PCR, die spezifisch fur eine repetitive Sequenz auf dem Y-Chromosom ist

(YMT2/B PCR), auf Donoranteile hin untersucht.

Donoranteil Embryo A Embryo B Embryo C

20% 2% 0.2% 0% D L K HB B D L K HB B D L K HB B HO
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Abbildung 7: Abgebildet ist die gewebespezifische Analyse auf Donorkontribution am Tag E12,5 nach Injektion
wildtypischer méannlicher HSZ in murine Blastozysten. Genomische DNA, gewonnen aus Geweben weiblicher
Embryonen wurde mittels YMT2/B PCR auf Donoranteile hin untersucht. Im linken Teil der Abbildung ist eine
Verdiinnungsreihe mannlicher DNA in weiblicher DNA zur Quantifizierung der Signalstarken aufgetragen. Als
Negativkontrolle diente weibliche DNA und eine Wasserkontrolle. Abkiirzungen: D, Dottersack; L, fotale Leber;
K, Kopf; HB, Hinterbein; B, fotales Blut. Als Ladekontrolle wurde eine PCR fur das als Einzelkopie im murinen
Genom vorliegende Myogenin Gen durchgefuhrt. Zu sehen ist ein Autoradiogramm eines PCR Southernblots.
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Wie in Abbildung 7 und Tabelle 2 zu sehen ist, waren Nachkommen injizierter HSZ praferen-
ziell in den hamatopoetischen Geweben Dottersack, fotale Leber und fotales Blut zu finden
(Embryo A und Embryo B ) und zu einem geringeren Anteil in nicht hdamatopoetischen Ge-
weben wie Kopf und Hinterbein (z.B. Embryo A und C). Allerdings war der Anteil der von
den injizierten Zellen abstammenden Nachkommen in den Geweben mit etwa 0,2% am Ge-

webe gering.

5.6.4 Injektion muriner bcl2 transgener HSZ

Vergleichend zu den im vorhergehenden Kapitel beschriebenen Versuchen wurden zudem

HSZ, isoliert aus dem Knochenmark dieser Mauslinie, in murine Blastozysten injiziert. Am

Tag E12,5 wurde der Donorchimarismus bestimmt (Abbildung 8).

Donoranteil Embryo D Embryo E

20% 2% 0.2% 0% D L K HB B E D L K HB B E HO
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Abbildung 8: Abgebildet ist die gewebespezifische Analyse médnnlicher Donoranteile im E12,5 Embryo nach
Injektion bcl2 transgener méannlicher HSZ in murine Blastozysten. Genomische DNA, gewonnen aus Geweben
weiblicher Embryonen, wurde mittels YMT2/B PCR auf Donoranteile hin untersucht. Im linken Teil der Abbil-
dung ist zur Quantifizierung der Signalstirken eine Verdunnungsreihe aus DNA, gewonnen aus mannlichen
verdiunnt in DNA gewonnen aus weiblichen Tieren, aufgetragen. Abkiirzungen: D, Dottersack; L, fotale Leber;
K, Kopf; HB, Hinterbein; B, fotales Blut. Als Negativkontrolle diente eine Wasserprobe. Als Ladekontrolle
wurde eine PCR fur das Myogenin Gen durchgefuhrt. Zu sehen ist ein Autoradiogramm eines PCR
Southernblots.

In Abbildung 8 und Tabelle 2 ist zu sehen, dass HSZ, die ein bcl2 Transgen exprimieren, e-
benso wie wildtypische HSZ vor allem die hamatopoetischen Gewebe sich entwickelnder
Embryonen besiedeln (Embryo D, Dottersack und fotales Blut). Es werden aber nicht aus-
schlieBlich hamatopoetische Gewebe besiedelt, sondern ebenso wie bei wildtypischen HSZ zu
einem geringeren Maf3 auch nicht himatopoetische Gewebe wie z.B. das Hinterbein bei Emb-
ryo E. Der Anteil an Donorzellen in den Geweben lie3 sich durch die Verwendung bcl2 trans-
gener HSZ bis maximal um den Faktor 10 steigern (fotales Blut von Embryo D).

Zusammenfassend lédsst sich feststellen, dass die Injektion muriner HSZ in Blastozysten in

Embryonen zur Mitte der Schwangerschaft vor allem zu einer Besiedelung der hamatopoeti-
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schen Gewebe fuhrt, die die haufigste und hochste Rate an Nachkommen der injizierten HSZ

aufweisen. Nicht hiamatopoetische Gewebe weisen ebenfalls Donorchimarismus auf, der aber

seltener ist und geringere Anteile zeigt. Zudem fuhrt die Verwendung von HSZ, die als

Transgen das bcl2 Gen tragen und deren HSZ deswegen resistenter gegenuiber Apoptose sind,

zu einer Verstarkung in Haufigkeit und Grad des Chimiarsimus in den hamatopoetischen Ge-

weben. Unbeeinflusst von der Transgenexpression bleibt die Haufigkeit von Nachkommen

injizierter HSZ in nicht hamatopoetischen Geweben.

Tabelle 2: Haufigkeit der Kontribution zu embryonalen Geweben nach Injektion wildtypi-
scher und bcl2 transgener HSZ

wildtypische HSZ  EI11,5
El12,5
El13,5
bcl2-transgene HSZ E12,5
El4,5

Analysierte Gewebe (positiv/gesamt)

D

7/8
3/9
6/7
10/14
7/9

L

8/8
2/9
2/7
9/14
6/9

K

4/17
2/9
077
0/12
2/9

HB B

NA 5/10
NA 3/5
NA 2/3
9/14 11/12
6/9 6/9

mind. ein

Gewebe positiv

E

NA

NA 84%
NA

7/14 93%
2/9 89%

Gezeigt ist die Anzahl positiver Gewebe gegenuiber der Gesmatanzahl aller untersuchten Geweben in
E12,5 Embryonen nach Injektion wildtypischer bzw. bcl2 transgener HSZ in murine Blastozysten. Ab-
kurzungen: D, Dottersack; L, fotale Leber; K, Kopf; HB, Hinterbein; B, fotales Blut; E, restlicher Emb-

ryo; NA, nicht analysiert.
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5.6.5 Analyse der Donoranteile in adulten Tieren

Bei der Embryonalentwicklung handelt es sich um einen sehr dynamischen Prozess, der die
Anlagen der Organsysteme des adulten Korpers bildet, aber auch eigene, nur wahrend der
Embryonalentwicklung benotigten Strukturen, wie z.B. den Dottersack und die Plazenta, her-
vorbringt. Die Reifung einiger Organe geschieht erst postnatal, wie die der Lunge, der Leber,
und der Geschlechtsorgane. Um festzustellen, in welche Gewebe sich die Nachkommen der
injizierten Zellen permanent integrieren konnen, wurden adulte Tiere, die aus Blastozysten, in
die entweder wildtypische oder bcl2 transgene HSZ injiziert worden waren, auf Nachkommen
der injizierten Stammzellen hin untersucht. Um ein moglichst detailliertes Bild der Verteilung
der Zellen auf die Organe des adulten Tieres zu erhalten, wurden insgesamt 18 Gewebe analy-
siert. Dabei handelte es sich um: Gehirn aufgeteilt in Cortex, Cerebellum, Rest und Hippo-
campus sowie die Gewebe Ruckenmark, Nervus Ischiadicus, Leber, Lunge, Dunndarm, Herz,
Muskel, Gonaden, Milz, Thymus, Knochenmark, peripheres Blut, Haut und Niere.

Abbildung 9 und Tabelle 3 zeigen, dass es moglich ist, chimére adulte Tiere durch Injektion
von HSZ in Blastozysten zu erzeugen. In 26 von 47 untersuchten Tieren konnten in mindes-
tens einem Gewebe Donorzellen nachgewiesen werden. Dabei wiesen Tiere, die aus der In-
jektion bcl2 transgener HSZ hervorgegangen waren, einen hoheren Grad an Donorchimaris-
mus auf als Tiere, die aus der Injektion wildtypischer HSZ hervorgegangen waren (A, wildty-
pische HSZ; B, bcl2 HSZ). Die Haufigkeit chimérer Tiere gegeniiber nicht chiméren Tieren
war allerdings kaum erhoht (50% gegeniiber 57%). In 15 von 26 chimédren Méuse war min-
destens ein hamatopoetisches Gewebe positiv, davon waren Thymus (7/15), peripheres Blut
(6/15) und Knochenmark (5/15) die am haufigsten besiedelten hamatopoetischen Gewebe.
Besonders auffallig ist die Haufigkeit und auch der Anteil von Donorzellen in manchen neu-
ralen Geweben, vor allem Riickenmark und N. Ischiadicus. Nachkommen injizierter HSZ
konnten in diesen Geweben genauso héaufig und uberraschenderweise auch in ebenso grolem
MaBe nachgewiesen werden wie in hamatopoetischen Geweben. Nicht blutbildende und nicht
neurale Gewebe wiesen zum Teil auch Nachkommen injizierter HSZ auf. Der Grad des Chi-
marismus in diesen Geweben z.B. in Leber, Lunge, Herz und Ovar war allerdings viel gerin-

ger und zumeist an der Detektionsgrenze (Abbildung 9 und Tabelle 3).
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A Donoranteil analysierte Gewebe
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Abbildung 9: Abgebildet sind Autoradiogramme von PCR Southern Blots der Analyse adulter weiblicher chima-
rer Tiere, die aus der Injektion von méannlichen wildtypischen HSZ (A) und ménnlichen bcl2 transgenen HSZ (B
und C) in Blastozysten hervorgegangen sind. Im Alter von 3-5 Monaten wurden die Tiere getotet, individuelle
Gewebe wurden prapariert, genomische DNA wurde extrahiert und mittels der YMT2/B PCR auf den Anteil
mannlicher Zellen hin untersucht. Im linken Teil der Abbildungen ist eine Verdiinnungsreihe mannlicher DNA
in weiblicher DNA aufgetragen. Als Negativkontrolle diente weibliche DNA und eine Wasserkontrolle. Als
Ladekontrolle wurde eine PCR fur das als Einzelkopie vorliegende Myogenin Gen durchgefuhrt. Abkiirzungen
Hi, Gehirn; Rm, Ruckenmark; NI, Nervus Ischiadicus; Le, Leber; Lu, Lunge; Da, Darm; He, Herz; Mu, Muskel,
Ov, Ovar; Mi, Milz; Th, Thymus; Kn, Knochenmark; Bl, Blut; Ha, Haut; Ni, Niere.

Tabelle 3: Haufigkeit der Kontribution in adulten Geweben nach Injektion wildtypischer bzw.
bcl2 transgener HSZ

Injizierter Zelltyp Analysierte Gewebe (positiv/gesamt)

Co KI RH Hi Rm NI ILe Iu Da He Mu Ov Mi Th Kn Bl Ha Ni

wildtypische HSZ 0/10 0/10 0/10 2/10 2/10 3/10 0/10 1/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 1/10 1/10 0/10 0/10

bel2 tg HSZ 0/8 0/8 1/37 4/18 7/37 6/37 7/37 6/37 3/37 5/37 2/37 5/37 3/37 7/37 5/37 6/37 2/37 1/37

Gezeigt ist die Anzahl positiver Gewebe gegenuiber der Anzahl aller untersuchter adulter Gewebe. Sowohl adulte
Miuse, die aus der Injektion wildtypischer als auch die Ergebnisse der Analyse adulter Méduse aus Injektionen
bcl2 transgener HSZ sind gezeigt. Abkurzungen: Co, Cortex; K1, Kleinhirn, RH, restliches Hirn; Hi, Gehirn; Rm,
Riuickenmark; NI, Nervus Ischiadicus; Le, Leber; Lu, Lunge; Da, Darm; He, Herz; Mu, Muskel, Ov, Ovar; Mi,
Milz; Th, Thymus; Kn, Knochenmark; Bl, Blut; Ha, Haut; Ni, Niere.
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5.6.6 Aufschlusselung der Besiedelung durch Nachkommen injizierter HSZ in adulten Tie-

ren nach Gewebegruppen

Ziel dieser Arbeit war es das Differenzierungspotenzial verschiedener SSZ vergleichend zu
untersuchen. Eine wichtige Frage ist daher, welche Gewebe und Organe durch die Nachkom-
men injizierter Zellen besiedelt werden. In Tabelle 4 werden die Ergebnisse der Analysen
adulter Mause zusammengefasst. Dabei wurde die untersuchten Tiere entsprechend, des bei
ihnen in ihren neuralen, hdmatopoetischen oder anderen Organ gemessenen Chimarismus,
unterteilt. Zu sehen ist, dass Nachkommen injizierter HSZ in etwa gleicher Haufigkeit in neu-
ralen wie hamatopoetischen Geweben detektiert wurden, in weder hdamatopoetischen noch

neuralen Organen weniger haufig gefunden wurden .

Tabelle 4: Haufigkeit der Nachkommen wildtypischer und bcl2 transgener HSZ in Gewebe-
gruppen adulter Mause

N N/n.H. N/H H H/m.N. n.N./nH. neg. Tiere
wildtypische HSZ 4/5 0/5 1/5 0/5 0/5 0/5 5/10 (%50%)
bcl2 transgene HSZ 3/37 2/37 8/37 2/37 4/37 2/37 16/37 (43%)

Gezeigt ist die Anzahl der M4use, die in einer oder einer Kombination zweier Gewebegruppen Nachkommen
injizierter HSZ aufwiesen. Keine Doppelnennungen. Abkiirzungen: N: neurale Gewebe: Cortex, Kleinhirn, rest-
liches Hirn, Hippocampus, Riickenmark, N. Ischiadicus; H: hamatopoetische Gewebe: Milz, Thymus, Kno-
chenmark, Blut; n.N./n.H.: Leber, Lunge, Darm, Herz, Muskel, Gonaden, Haut, Niere.

5.6.7 Zusammenfassung der Ergebnisse der Injektion muriner HSZ in Blastozysten

Nach Injektion hoch aufgereinigter HSZ in Blastozysten und deren Retransfer in schein-
schwangere Mause entwickeln sich etwa 35% der injizierten Blastozysten zu E12,5 Embryo-
nen. Sowohl wildtypische als auch bcl2 transgene HSZ besiedeln bis zu diesem Zeitpunkt
praferentiell die hamatopoetischen Organe des Embryos, wobei bcl2 transgene HSZ in diesen
Geweben zu einem hoheren Anteil an Nachkommen injizierter Zellen fuhren.

Die Analyse adulter Tiere ergab, dass sich ebenfalls chimére adulte Tiere entwickeln, sowohl
mit wildtypischen als auch mit bcl2 transgenen HSZ. Unterschiede zwischen den beiden ver-
wendeten HSZ bestehen vor allem im Grad des Chimérismus in adulten Tieren. Allerdings
konnten nicht geniigend adulte Tiere, die aus Injektionen von wildtypischen HSZ entstanden

waren, analysiert werden, um festzustellen ob die Haufung in neuralen Geweben bei den un-
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tersuchten Tieren Zufall ist oder ob es sich dabei um eine biologische Aktivitat der verwen-
deten Zellen handelt.

In 15 der 26 chimiren Tieren konnten Donorzellen in hdamatopoetischen Organen nachgewie-
sen werden. Dagegen wurde in 11/26 Tieren ausschlieBlich Kontribution zu nicht haimatopoe-

tischen Organen detektiert.

5.7 Injektion humaner HSZ in murine Blastozysten

Gemal den Ergebnisse, die aus der Analyse der Injektionen muriner HSZ gewonnen wurden,
bilden murine HSZ nach Injektion in Blastozysten chimére Tiere, tragen embryonal vor allem
zur Hamatopoese bei und konnen in adulten Tieren neben hamatopoetischen Geweben auch
nicht hamatopoetische Gewebe besiedeln. Wenngleich die zellulare Identitat der Nachkom-
men in nicht himatopoetischen Organen, wie z.B. dem Muskel oder dem N. Ischiadicus nicht
eindeutig festgestellt werden konnte, so deutet die Existenz von Donorzellen in neuralen Ge-
weben bei gleichzeitigem Fehlen einer Kontribution zu hamatopoetischen Organen auf eine
nicht hamatopoetische Zellidentitat der nachgewiesenen Zelle hin.

Vom klinischen Standpunkt aus gesehen sind HSZ die am leichtesten zu gewinnenden soma-
tischen Stammzellen, iber die auch am meisten bekannt ist. Wiinschenswert ware ein Gewe-
beersatz durch HSZ auch fur nicht hamatopoetische Gewebe, wie z.B. dem Riuickgrat. Dazu ist
es notig zu klaren, ob humane HSZ zu nicht hdmatopoetischen Zellen differenzieren konnen.
Daher ist von groem Interesse, ob die Ergebnisse, die im Mausmodell mit murinen HSZ ge-
wonnen werden konnten, auch fur humane HSZ bestatigt werden konnen. Um dies zu uber-
prufen wurden analog zu den Versuchen mit murinen HSZ auch Experimente mit humanen

HSZ durchgefuhrt.

Die im Kapitel 5.7.2 beschriebenen Experimente wurden von mir in meiner Diplomarbeit
angefertigt und dort beschrieben (Harder 1999). Sie sind, um die Analyse humaner HSZ voll-

standig darstellen zu konnen, in dieser Arbeit aufgenommen worden (Harder et al. 2002) .
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5.7.1 Distribution humaner HSZ in murinen Blastozysten 24 Std. nach Injektion in das

Blastozoel

Um zu untersuchen, ob humane HSZ im Blastozoel muriner Blastozysten praferentiell an die
Innere Zellmasse oder das Trophektoderm adhirieren, wurden humane HSZ in murine
Blastozysten injiziert und 24 Std. in vitro inkubiert. Anschliefend wurden die in Blastozysten
vorhandenen humanen Zellen mit einer human spezifischen Antikoperfarbung sichtbar ge-

macht.

Abbildung 10: In situ Farbung humaner HSZ in murinen Blastozysten. Humane HSZ wurden in murine Blasto-
zysten injiziert und anschlieend die Blastozysten fur 24 Std. in vitro inkubiert. Derart inkubierte Blastozysten
wurden mit einem gegen alle humane MHC Klasse I Molekiile gerichteten murinen monoklonalen Antikorper
inkubiert. Der gebundene primare Antikorper wurde durch einen sekundéren, die Meerettichperoxidase tragen-
den polyklonalen Ziege anti-Maus Antikorper in Verbindung mit einem Substrat der Peroxidase sichtbar ge-
macht. Links ist eine nicht injizierte Mausblastozyste abgebildet, daneben sind 24 Std. kultivierte humane HSZ
als Kontrolle mitgefarbt worden. In vier Blastozysten rechts waren humane HSZ injiziert worden. Abgebildet
sind Aufnahmen unter Wei3licht bei 100 facher Vergroferung.

Aus den Farbungen in Abbildung 10 ist ersichtlich, dass humane Zellen 24 Std. nach der In-
jektion sowohl in direktem Kontakt mit dem Trophektoderm, das prospektiv die Plazenta so-
wie Teile des Dottersacks aufbauen wird, als auch mit der inneren Zellmasse, die spater in der
Entwicklung den Embryo selbst hervorbringen wird, steht. Anscheinend gibt es keine Prafe-

renz fur eines der beiden frithen embryonalen Gewebe.

5.7.2 Analyse der Donorkontribution in Embryonen nach Blastozysteninjektion humaner

Zellen

In vier unabhédngigen Experimenten wurden insgesamt 98 Blastozysten injiziert, aus denen
sich 66 Embryonen bis E12,5 entwickelten. Der Anteil humaner Zellen in Geweben dieser
Tiere wurde mittels einer semiquantitativen, fur den Zentromerbereich des humanen Chromo-
som 17 spezifischen PCR (17amod PCR) bestimmt. Organe und Gewebe von 57 dieser Emb-
ryonen im Alter von E8.,5 (14 Embryonen), E11,5 (20 Embryonen) und E16,5 (23 Embryo-
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nen) wurden isoliert, genomische DNA wurde eluiert und mithilfe der 17amod PCR unter-
sucht.

Abbildung 11 zeigt exemplarisch, dass humane Zellen praferentiell in den hamatopoetischen
Organen der Embryonen zu finden sind. So wurden am Tag E8,5 in zwei der 14 untersuchten
Embryonen humane Zellen im Dottersack und im eigentlichen Embryo nachgewiesen. In
Embryonen, die am Tag E11,5 isoliert wurden, wurden bei acht von 20 im fotalen Blut, bei
drei von 20 im Dottersack und bei zwei von 20 in der fotalen Leber und der Plazenta humane
Zellen nachgewiesen, wahrend im Kopf nur bei einem Embryo humane Zellen gefunden wer-
den konnten. Am Tag E16,5 konnten bei funf von 23 im fotalen Blut und bei zwei von 23 im
Thymus Donorzellen detektiert werden. Der Anteil humaner Zellen konnte anhand der Ver-

dunnungsreihe auf 5-20 humane Zellen pro 100.000 muriner Zellen abgeschiatzt werden.

Verdiinnunng humaner-
in Mauszellen Kontrolle Embryo 26 Embryo 27 Embryo 28

500 205 0 PDLKBPDLKBPDLZKB PDLEKBHO

17omod{_

Myogani[l — | - - - m- -..--- - — -

Abbildung 11: Analyse der Gewebeverteilung humaner Zellen in E12,5 Mausembryonen nach Injektion von
CD34+/CDC38- HSZ in murine Blastozysten. Sich aus injizierten Blastozysten entwickelnde Embryonen wur-
den am Tag E12,5 prapariert und individuelle Gewebe wurden isoliert, aus denen genomische DNA eluiert wur-
de. Die DNA wurde mittels der human spezifischen 17amod PCR auf humane Donoranteile untersucht. Abkir-
zungen: P, Plazenta; D, Dottersack; L, fotale Leber; K, Kopf; B, fotales Blut. Zur Quantifizierung der Signal-
starken wurde im linken Teil eine Verdinnung humaner Zellen in Mauszellen 500, 20, 5 und O humanen Zellen
in 100.000 Mausmilzzellen der gleichen PCR unterzogen. Zusatzlich wurde eine Myogenin spezifische PCR
durchgefuhrt. Abgebildet sind Autoradiogramme von PCR Southern Blots (Harder 1999; Harder et al. 2002).

Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse, dass es moglich ist chimare murine Embryo-
nen durch Injektion humaner HSZ zu erzeugen, wobei der Anteil humaner Zellen in murinen
Geweben im Gegensatz zur Injektion wildtypischer, muriner HSZ um den Faktor 100 niedri-
ger ist. AuBlerdem zeigen die Nachkommen der in die Blastozysten transplantierten humanen

HSZ eine deutliche Priferenz fur die murinen hamatopoetischen Gewebe.

5.7.3 Humane Vorlduferzellen in murinen Embryonen nach Blastozysteninjektion

Die Daten, die durch die Analyse von Geweben aus Embryonen nach Injektionen von
CD34*/CD38 Nabelschnurblutzellen erhalten worden waren, deuten darauf hin, dass nach
Injektion ein GroBteil der Zellen abstirbt. Die verbleibenden humanen Zellen sind jedoch in

der Lage in der murinen Umgebung zu proliferieren.
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Um zu uberpriifen, ob diese Ergebnisse, die durch Abschitzen der Anzahl humaner Zellen
mittels semiquantitativer PCR erhalten worden waren, sich durch funktionelle Tests bestati-
gen lassen, wurden die hdmatopoetischen Organe chimirer Embryonen auf klonogene hima-
topoetische Vorlaufer untersucht. Dazu wurden humane HSZ in murine Blastozysten injiziert.
Aus den sich entwickelnden Embryonen wurden am Tag E12,5 die blutbildenden Organe
Dottersack, fotale Leber und fotales Blut isoliert. Durch enzymatischen Verdau wurden von
elf Embryonen die Dottersacke und durch Trituration die fotalen Lebern in eine Einzelzell-
suspension uberfuhrt. Zellen aus allen drei Geweben wurden fur jeden Embryo separat in
Methylzellulose mit rekombinanten humanspezifischen hamatopoetischen Wachstumsfakto-
ren ausplattiert. Nach zehn Tagen in vitro Kultur wurden die Kolonien gezahlt, individuelle
Kolonien fotografiert und anschliefend zur Gewinnung genomischer DNA aus der Methyl-
zellulose entnommen. Insgesamt wurden 93 Kolonien auf diese Weise auf ihre Spezieszuge-
horigkeit untersucht. Acht Kolonien waren humanen Ursprungs (Abbildung 12). Vier der acht
humanen Kolonien wuchsen aus Zellen der fotalen Leber, und vier aus Zellen des fotalen
Blutes. Die Zellen, die aus den Dottersiacken gewonnen worden waren, ergaben keine huma-
nen Kolonien. Diese Ergebnisse demonstrieren, dass humane HSZ trotz der xenogenen Um-
gebung in murinen Embryonen tiberleben und proliferieren konnen. Zusatzlich zeigt dies, dass
zur Mitte der Schwangerschaft in der fotalen Leber und dem fotalen Blut humane hamatopoe-

tische Vorlaufer vorhanden sind.

Kolonie: # g
OOE 8 Kontrollen Kolonien
?v
O QQQQY\?Y
PP S a b ¢ d e g h i k I
17amod —C . -
Myogenin - ' - - - D

Abbildung 12: Identifizierung humaner hamatopoetischer Vorlaufer in E12,5 murinen Geweben nach Injektion
humaner HSZ in murine Blastozysten. Im linken Teil der Abbildung ist ein Foto einer typischen in Methylzellu-
lose wachsenden Kolonie nach zehn Tagen in vitro Kultur gezeigt (25 fache VergroBerung). Im rechten Teil der
Abbildung ist ein Autoradiogramm eines Southern Blots der speziesspezifischen Identitat derselben Kolonien
mittels human (hu) spezifischer 17amod PCR gezeigt. Als Ladekontrolle wurde eine murine (mu) Myogenin
PCR durchgefuhrt. Als Negativkontrolle und wurde eine PCR Reaktion ohne DNA (H,0), eine mit muriner
DNA (mu DNA) und als Positivkontrolle eine mit humaner DNA (hu DNA) durchgefuhrt.
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5.7.4 Bestimmung der Genexpression humaner Zellen in murinen hamatopoetischen Orga-

nen nach Injektion humaner HSZ in murine Blastozysten

Um zu bestimmen, ob humane Zellen durch die murine Mikroumgebung zur Differenzierung
angeregt werden konnen, wurde die Expression verschiedener linienspezifischer Gene unter-
sucht. Dabei wurde als Indikator fur eine myeloische Differenzierung zu Makrophagen oder
Granulozyten die Transkription des humanen Lysozyms gewdhlt, als Indikator fur eine e-

rythroide Differenzierung die Expression der humanen B-Globin Gene ¢, v, und .

Kontrolle Embryo 26 Embryo 27 Embryo 28

I\ % 2
g 2 BDLBDLE DL ESY
hu e-Globin— hu e-Globin — . - ‘
hu y-Globin— hu y-Globin — . - it
hu 3-Globin— hu B-Globin —. Gt : - o
b kdin-= HPRT - m

Abbildung 13: Analyse der Genexpression in humanen hdmatopoetischen Vorlauferpopulationen, sowie Gewe-
ben, gewonnen aus chimaren Embryonen. Es wurde die gesamte RNA aus unfraktionierten-, mononuklaren-,
CD34*, CD34*/CD38" und CD34*/CD38 Zellen des humanen Nabelschnurbluts, sowie aus Dottersicken, fotalen
Lebern und dem fotalen Blut chimarer Mausembryonen gewonnen. Die RNA wurde durch reverse Transkription
in cDNA umgeschrieben und mittels PCR, spezifisch fur die humane e¢—, y— und -Globin Transkripte, analy-
siert. Als Kontrolle fur die Vergleichbarkeit der eingesetzten cDNA Mengen wurde fur die Zellen aus dem hu-
manen Nabelschnurblut eine human B-Aktin spezifische PCR und fur die Analyse der hdmatopoetischen Organe
der Mausembryonen eine murine spezifische HPRT PCR durchgefiihrt. Im linken Teil der Abbildung sind die
Ergebnisse der Experimente mit verschiedenen Vorlauferpopulationen des Nabelschnurbluts gezeigt, im rechten
ist die Analyse der Globinexpression in den hdmatopoetischen Organen dreier untersuchter Mausembryonen zu
sehen. Abgebildet sind Autoradiogramme von PCR Southern Blots.

Aus dem linken Teil der Abbildung 13 geht hervor, dass der Anteil an humanen y-und
B—Globin Transkripten in den hoch aufgereinigten HSZ gegenuiber weniger stark aufgerei-
nigten Zellfraktionen deutlich reduziert ist, wahrend Transkripte des humanen €-Globin in
allen Vorlauferpopulationen nur in geringen Mengen vorhanden sind. Der rechte Teil der Ab-
bildung zeigt, dass RNA, gewonnen aus den hdmatopoetischen Geweben chimarer Embryo-
nen, humane Globin Transkripte enthalt. Fur die selben Gewebe konnte mithilfe der 17amod
PCR an genomischer DNA nachgewiesen werden, dass sich in den himatopoetischen Gewe-
ben humane Zellen befinden (Abbildung 11). Transkripte des Makrophagen spezifischen Ly-
sozymgens konnten nicht nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Dies zeigt, dass Nach-
kommen der injizierten humanen HSZ in den héamatopoetischen Geweben der Embryonen

Gene aktivieren, die mit der Differenzierung zu erythroiden Zellen verbunden sind. Dies
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deutet auf eine erythroide Differenzierung von humanen Zellen in murinen himatopoetischen

Geweben hin.

5.7.5 Analyse der Gewebeverteilung humaner Zellen in adulten Mausen nach Injektion hu-

maner CD34" Zellen in murine Blastozysten

Die Untersuchung chimarer Embryonen hatte ergeben, dass humane und murine HSZ nach
Injektion in murine Blastozysten vor allem die hamatopoetischen Gewebe besiedeln. Um zu
bestimmen, ob humane Zellen auch auf Dauer in der Maus tiberleben und welche Gewebe in
adulten Mausen bevorzugt humane Zellen aufweisen, wurden vier Mause im Alter von funf-
zwolf Monaten untersucht, die sich aus Blastozysten entwickelten, in die CD34" Zellen inji-
ziert worden waren. Von vier untersuchten Tieren wiesen drei humane Zellen in mindestens

einem der 15 untersuchten Gewebe auf.

Anzahl humaner in
100.000 murinen Zellen analysierte Gewebe

20 5 0
— —— ——

Hi Rm NI Je ITu Da He Mu Ov Mi Th Kn
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Abbildung 14: Analyse adulter M#use, die aus Blastozysten nach Injektion humaner CD34" Zellen aus Nabel-
schnurblut hervorgegangen sind. Individuelle Gewebe adulter Tiere wurden prapariert, genomische DNA isoliert
und mit der 17amod PCR auf humane Donoranteile hin untersucht. Zum Abgleich der eingesetzten DNA Menge
wurde eine Myogenin PCR durchgefuihrt. Im linken Teil der Abbildungen ist eine Verdinnungsreihe humaner in
murinen Zellen aufgetragen (20, 5 und 0 humane Zellen in 100.000 murinen Milzzellen). Abkiirzungen Hi, Ge-
hirn; Rm, Ruckenmark; NI, Nervus Ischiadicus; Le, Leber; Lu, Lunge; Da, Darm; He, Herz; Mu, Muskel, Ov,
Ovar; Mi, Milz; Th, Thymus; Kn, Knochenmark; Bl, Blut; Ha, Haut; Ni, Niere.Zu sehen sind Autoradiogramme
von PCR Southernblots.

Abbildung 14 demonstriert, dass in adulten Tieren, die sich aus mit humanen CD34" Zellen
injizierten Blastozysten entwickelten, humane Zellen nachweisbar sind. Die Gewebe, die hu-
mane Zellen aufwiesen, waren in einem Fall Ruckenmark und N. Ischiadicus, bei der zweiten

untersuchten Maus N. Ischiadicus und Blut (Abbildung 14) sowie bei der dritten chimaren
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Maus der Thymus (Daten nicht gezeigt). In allen untersuchten Geweben war der Anteil hu-
maner Zellen mit weniger als funf humanen Zellen pro 100.000 Mauszellen in etwa gleich,

unabhéngig vom untersuchten Gewebe bzw. Organsystem.

5.7.6 Zusammenfassung der Ergebnisse mit humanen HSZ und CD34" Zellen

Humane HSZ uberleben und proliferieren nach Injektion in murine Blastozysten. 10 Tage
nach Injektion finden sich im Mausembryo humane Zellen vor allem in hdmatopoetischen
Organen. In diesen sind sowohl humane klonogene hamatopoetische Vorlaufer vorhanden, die
in vitro Kolonien bilden konnen, als auch Nachkommen der injizierten Zellen, die ein e-
rythroides Genexpressionsmuster aktivieren.

Die Analyse auf Donorchimarismus in Geweben adulter Tiere zeigte, dass diese ebenfalls
chimir sind. Der Grad des Chimérismus ist mit weniger als 5 humanen Zellen in 100.000 mu-
rinen Zellen niedrig. Im Gegensatz zur Situation im Embryo finden sich in adulten Mausen
menschliche Zellen nicht mehr praferentiell in hamatopoetischen Organen, sondern ebenso
haufig in neuralen Geweben. Dieses Ergebnis deckt sich mit dem Resultaten, die durch die

Untersuchung muriner HSZ in diesem System erhalten worden waren.

5.8 Injektion muriner NSZ in Blastozysten

Analog zur Injektion muriner HSZ wurden NSZ in E3,5 Blastozysten injiziert. Dazu wurden
die als Neurospharen wachsenden NSZ am Tag vor der Injektion vereinzelt und uber Nacht
inkubiert. Am folgenden Tag wurden fur die Injektion Mikrosphédren verwendet - kleine klo-
nale Zellhaufen, bestehend aus 2-8 Zellen, die jeweils auf eine NSZ zuruickgehen. Somit wur-
de sichergestellt, dass fur die Injektion nur proliferierende Zellen mit Selbsterneuerungspo-

tenzial verwendet wurden.

5.8.1 Invitro Inkubation mit NSZ injizierten Blastozysten

Um zu analysieren, ob NSZ priaferentiell an einen Zelltyp in der Blastozyste adhérieren, wur-
den NSZ von eGFP transgenen Tieren isoliert und in Blastozysten injiziert. Diese NSZ fluo-
reszieren bei einer Anregungsfrequenz von 471nm grun. In Abbildung 15 ist zu sehen, dass
direkt nach Injektion die NSZ einen kompakten Zellhaufen im Blastozoel bilden, der sich

nach 15 Std. in vitro Kultur aufgrund der Expansion und der Zellmigration verteilt hat. Die
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NSZ adhirieren sowohl an die Innere Zellmasse als auch an das Trophektoderm. Die NSZ

zeigen demnach keine Praferenz fur einen der beiden Zelltypen (Abbildung 15).

Oh I5h Oh 15h

Abbildung 15: Distribution injizierter NSZ in der Blastozyste nach 15 stundiger in vitro Kultur. NSZ, gewonnen
aus den Cortices eGFP transgener Embryonen (Okabe et al. 1997) wurden nach etwa 4 wochiger in vitro Kultur
in murine Blastozysten injiziert und fur 15 Std. in vitro kultiviert. Im linken, oberen Teil der Abbildung ist eine
nicht injizierte Blastozyste gezeigt, darunter NSZ in Kultur. Im rechten Teil sind zwei individuelle Blastozysten
gezeigt, in die NSZ injiziert wurden. Es wurde jeweils ein Foto direkt zu Beginn nach Injektion des Versuchs, als
auch 15 Std. danach aufgenommen. Dazu wurden unter Weilllicht und unter Fluoreszenslicht gemachte Aufnah-
men Uberlagert.

5.8.2  Effektivitat der Injektion muriner NSZ in murine Blastozysten

Tabelle 5 zeigt das Verhaltnis zwischen der Anzahl injizierter und transferierter Blastozysten
sowie den sich entwickelnden Embryonen und adulten Tieren. Dabei ergab sich, dass der
Anteil Embryonen, die sich nach Injektion muriner NSZ aus Blastozysten bis zum Tag E12,5
entwickelten, in etwa so hoch war, wie nach der Injektion muriner HSZ. Der Anteil geborener

Tiere war gegenuber dem Anteil E12,5 alter Embryonen auf 27% reduziert.

Tabelle 5: Anzahl wachsender Embryonen und geborener Tiere an transferierten Blastozysten

Injizierte Blastozysten Embryonen (E12.5) Anteil
226 87 38%
Injizierte Blastozysten Adulte (3-5 Monate) Anteil

191 53 27%
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5.8.3 Analyse der Donorkontribution in Embryonen nach Injektion wildtypischer NSZ

Um den Einfluss der murinen embryonalen Mikroumgebung auf die injizierten NSZ zu unter-
suchen, wurden neun weibliche Embryonen, die sich aus mit wildtypischen NSZ injizierten
Blastozysten entwickelt hatten, am Tag E12,5 isoliert. Die Embryonen wurden prapariert um
sechs verschiedene Gewebe zu isolieren und genomische DNA daraus zu gewinnen. Die DNA
Proben der Embryonen wurden mittels YMT2/B PCR auf Donoranteil hin untersucht
(Abbildung 16).

Erstaunlicherweise zeigte sich, dass Nachkommen der injizierten wildtypischen NSZ vor al-
lem in den hamatopoetischen Geweben Dottersack (6/9) und dem fotalen Blut (8/9) und nur
zu einem geringeren Anteil in den anderen untersuchten Geweben, fotale Leber, Kopf, Hin-
terbein und dem verbleibenden Rest zu finden waren. Der Grad des Chimarismus lag mit etwa
0,2% in der GroBenordnung, wie er auch nach der Injektion muriner HSZ gefunden worden
war. Es zeigte sich, dass sowohl die Injektion muriner HSZ als auch muriner NSZ in Blasto-
zysten praferentiell zu einer Besiedelung der hamatopoetischen Organe sich entwickelnder

Embryonen fuhrt.

Donoranteil Embryo 7 Embryo 8
20% 2% 02% 0% D L K HB B E D L K HB B E HO

YMT2/B —

| 0 0 o CE—

Abbildung 16: Abgebildet ist die gewebespezifische Analyse auf Donorkontribution am Tag E12,5 nach Injekti-
on wildtypischer méannlicher NSZ in murine Blastozysten. Genomische DNA gewonnen aus Dottersack, fotaler
Leber, Kopf, Hinterbein, fotalem Blut und dem Rest von weiblichen Embryonen, wurde mittels YMT2/B PCR
auf Anteile mannlicher DNA hin untersucht. Im linken Teil der Abbildung ist eine Verdinnungsreihe ménnlicher
DNA in weiblicher DNA aufgetragen. Als Negativkontrolle diente weibliche DNA und eine Wasserkontrolle.
Als Ladekontrolle wurde eine PCR fur das Myogenin Gen durchgefuhrt. Abkuirzungen: D, Dottersack; L, fotale
Leber; K, Kopf; HB, Hinterbein; B, fotales Blut; R, restlicher Embryo. Zu sehen ist ein Autoradiogramm eines
PCR Southernblot.

5.8.4 Analyse der Donorkontribution in Embryonen nach Injektion bcl2 transgener NSZ

Da der Grad des Chimérismus nach Injektion wildtypischer NSZ ebenso gering war wie nach
Injektion wildtypischer HSZ, lag es nahe, auch fur die Analyse der NSZ bcl2 transgene NSZ
zu verwenden. Die bcl2 transgenen NSZ wurden ebenso wie die wildtypischen Zellen gewon-

nen und kultiviert. Es wurden méannliche bcl2 transgene NSZ in E3,5 Blastozysten injiziert
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und anschliefend in Leihmitter retransferiert. Am Tag E12,5 wurden die Leihmitter getotet
und die Embryonen isoliert. Von 19 weiblichen Embryonen wurden 6 verschiedene Gewebe
isoliert und daraus genomische DNA gewonnen. Diese DNA wurde mittels YMT2/B PCR auf
den Anteil ménnlicher DNA hin untersucht (Abbildung 17).

Donoranteil Embryo 10 Embryo 14 Embryo 17
20% 2% 02% 0% D L KHBB E D L K HB B E D L K HB B E HO
YMI2ZB— 4% - - -

Myogenin — - - - -

o _—.

Abbildung 17: Abgebildet ist die gewebespezifische Analyse auf Donorkontribution am Tag E12,5 nach Injekti-
on bcl2 transgener mannlicher HSZ in murine Blastozysten. Genomische DNA, gewonnen aus Dottersack, fota-
ler Leber, Kopf, Hinterbein, fotalem Blut und den restlichen Geweben weiblicher Embryonen, wurde mittels
YMT2/B PCR auf den Anteil ménnlicher DNA hin untersucht. Im linken Teil der Abbildung ist eine Verdiin-
nungsreihe mannlicher DNA in weiblicher DNA aufgetragen. Abkuirzungen: D, Dottersack; L, fotale Leber; K,
Kopf; HB, Hinterbein; B, fotales Blut; R, restlicher Embryo. Als Negativkontrolle diente weibliche DNA und
eine Wasserkontrolle. Als Ladekontrolle wurde eine PCR fur das Myogenin Gen durchgefithrt. Zu sehen ist ein
Autoradiogramm eines PCR Southernblot.

Abbildung 17 und Tabelle 6 zeigen, dass in allen untersuchten Embryonen mindestens ein
Gewebe Nachkommen injizierter Zellen aufwies. Bei 19 untersuchten weiblichen Embryonen,
die aus der Injektion bcl2 transgener NSZ in Blastozysten hervorgegangen waren, wurden am
haufigsten die Gewebe Dottersack (12/19), fotale Leber (11/19) sowie fotales Blut (13/19)
durch die injizierten NSZ besiedelt, wahrend die Gewebe Kopf, Hinterbein und der verblei-
bende Rest seltener Anteile ménnlicher Zellen aufwiesen. Der maximale Donoranteil in einem
Gewebe lag mit etwa 2% eine Groenordnung uiber der, die durch die Injektion von wildtypi-
schen NSZ erreicht worden war, und damit im Bereich, der auch mit bcl2 transgenen HSZ

erzielt worden war.

Tabelle 6: Vergleich der Gewebedistribution der Nachkommen wildtypischer und bcl2 trans-
gener NSZ in 12,5 Tage alten Embryonen nach Blastozysteninjektion

Analysierte Gewebe mind. ein Gewebe
(positiv/gesamt) positiv
D L K HB B E
wildtypische NSZ 6/9 2/9 2/9 3/9 8/9 2/9 100%
Bcl2 tg NSZ 12/19  11/19 3/19 9/19 13/19 4/19 100%

Gezeigt ist die Anzahl positiver Gewebe gegeniiber allen untersuchten Geweben in E12,5 Embryonen nach In-
jektion wildtypischer bzw. bcl2 transgener NSZ in murine Blastozysten. Abkiirzungen: D, Dottersack; L, fotale
Leber; K, Kopf; HB, Hinterbein; B, fotales Blut; R, restlicher Embryo. Zudem ist der Anteil der Embryonen die
in mindestens einem Gewebe Donoranteile aufwiesen angegeben.
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Zusammenfassend ergab sich, dass die Injektion bcl2 transgener NSZ in Blastozysten zu einer
praferentiellen Besiedlung der hamatopoetischen Gewebe sich entwickelnder Embryonen
fuhrt, wahrend der primér neurale Kopf nur sehr selten und geringere Donoranteile aufweist
(Abbildung 17 und Tabelle 6).

Im Unterschied zu wildtypischen NSZ konnen auch in der fotalen Leber Nachkommen bcl2
transgener NSZ zusatzlich zu den beiden hdmatopoetischen Geweben Dottersack und periphe-

res Blut nachgewiesen werden.

5.8.5 Analyse der Nachkommen neuraler Stammzellen in embryonalen und fotalen hamato-

poetischen Geweben

Wie aus Tabelle 6 hervorgeht, finden sich in einem hohen Prozentsatz der untersuchten Emb-
ryonen Nachkommen injizierter NSZ in hamatopoetischen Geweben. Mit folgenden Experi-
menten sollte die Hypothese uiberpriift werden, dass es sich bei den detektierten Zellen um
Zellen der primitiven Hamatopoese handelt.

Wihrend der Embryonal- und Fotalentwicklung werden im Sauger Hamoglobine exprimiert,
die verschieden sind von denen des adulten Organismus (Brotherton et al. 1979). Im Zuge der
humanen Entwicklung wird embryonal die e-, fotal die y— und 3— Kette exprimiert, im Er-
wachsenen dann fast ausschlieBlich die B Kette verwandt. Von Stroubolis und Kollegen wur-
de eine transgene Mauslinie generiert, die als Transgen den gesamten humanen B-Globin Lo-
kus mitsamt der regulatorischen Elemente tragt (Strouboulis et al. 1992). Dieses Transgen
fuhrt sowohl zur linienspezifischen als auch zur entwicklungsstadienspezifischen Expression
der humanen Hamoglobine in der Maus, so dass in transgenen Mausembryonen im Dottersack
zuerst das e— Globin Gen transkribiert wird. Die definitve Hamatopoese der fotalen Leber
bringt Erythrozyten hervor, die sowohl y— als auch - Globine exprimieren. Im Blut erwach-

sener Mause wird nur noch das humane $— Globin nachgewiesen.
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Abbildung 18: Analyse der Transkription des humanen ¢-Globin Transgens in die pression des

in vitro proliferienden human B-Globin transgenen NSZ (Strouboulis et al. manen Globin Transgens
1992). NSZ wurden aus den Cortices human B-Globin transgener Embryonen
am Tag E14,5 gewonnen. Nach mehr als 4 wochiger Kultur wurde gesamt untersucht. Da der trans-
RNA aus human 8-Globin transgenen NSZ sowie als Kontrolle aus 8 Galacto-
sidase und CNTF Knock out NSZ gewonnen. Durch reverse Transkription gene Lokus neben den
wurde aus der RNA cDNA hergestellt, die anschlieBend einer human e-Globin
spezifischen PCR und einer HPRT PCR zur Kontrolle der eingesetzten Men-
gen unterworfen wurde. Abgebildet sind Autoradiogramme von PCR Sou-
thern Blots.

eigentlichen Hamoglo-

bingenen auch die regu-

latorischen Elemente fur
die erythroid spezifische
Expression tragt, konnten in cDNA, gewonnen aus kultivierten NSZ, keine Transkripte der
Globingene nachgewiesen werden (Abbildung 18).

Die B-Globin transgenen NSZ wurden in Blastozysten injiziert und die sich daraus entwi-
ckelnden Embryonen auf Donoranteile in den hdmatopoetischen Geweben untersucht. Dazu
wurden die Embryonen am Tag E14,5 der Schwangerschaft isoliert und aus den hamatopoeti-
schen Geweben weiblicher Embryonen, dem Dottersack, der fotale Leber und dem fotalen
Blut sowohl genomische DNA als auch gesamt RNA gewonnen. Wie in Abbildung 19 ge-
zeigt, konnte Kontribution mithilfe der YMT2/B PCR in den hamatopoetischen Geweben der
Embryonen 195, 198, 205, 206, in Dottersack, fotaler Leber und fotalem Blut nachgewiesen
werden. Dabei war der Anteil im fotalen Blut am hochsten und in der fotalen Leber am ge-
ringsten. Die parallele Analyse derselben Gewebe auf Transkripte des embryonalen humanen
e-Globin Gen ergab, dass sich im fotalen Blut, dem auf DNA Ebene am hochsten besiedelten
Gewebe, auch Transkripte des human e-Globin Gens nachweisen lassen. Aber auch im Dot-
tersack und der fotalen Leber der untersuchten Embryonen wurden Transskripte des humanen
Globin Gens nachgewiesen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass NSZ nach Injektion in Blastozysten einem Milieu ausgesetzt
sind, das dazu fuhrt, dass Nachkommen der NSZ ein erythroid- spezifisches Genexpressions-

muster aktivieren.
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Abbildung 19: Analyse muriner embryonaler hdamatopoetischer Organe auf Donorkontribution und Aktivierung
eines erythroid- spezifischen Transgens nach Injektion mannlicher B-Globin transgener NSZ in Blastozysten.
Human B-Globin Lokus transgene NSZ wurden in Blastozysten injiziert und aus den sich entwickelnden weibli-
chen Embryonen am Tag E14,5 DNA und RNA aus hiamatopoetischen Organen extrahiert. Die DNA wurde
einer YMT2/B PCR zur Detektion von Nachkommen injizierter NSZ unterworfen, RNA aus den isolierten Ge-
weben wurde revers transkribiert und mittels einer e-Globin spezifischen PCR analysiert. Zum Abgleich der
eingesetzten Mengen wurde bei der genomischen Analyse eine Myogenin PCR durchgefuhrt, bei der RT-PCR
Analyse wurde zum Abgleich die RT PCR Signalstarke der Transkription des Haushaltsgens HPRT als Lade-
kontrolle eingesetzt. Abkiirzungen: D, Dottersack; L, fotale Leber; B, fotales Blut. Gezeigt sind Autoradio-
gramme der PCR Southern Blots.

5.8.6 NSZ bilden hamatopoetische Vorlaufer in frihen Mausembryonen

Die im vorhergehenden Kapitel gezeigten Expressionsdaten des embryonalen €-Globin in
chimaren Tieren deuten darauf hin, dass es sich bei den hamatopoetischen Zellen, die in Emb-
ryonen am Tag E14,5 gefunden werden, um Zellen der primitiven Haimatopoese handelt. Da
primitive hdmatopoetische Vorlauferzellen nur frith und transient embryonal vorhanden sind
und spater im Laufe der Ontogenese verloren gehen, wurde, um diese Hypothese zu uberprii-
fen, ein Assay fur primitive hamatopoetische Zellen durchgefuhrt (Dzierzak 1999; Palis et al.
2001) .

Ein Charakteristikum der primitiven Hamatopoese ist, dass etwa am Tag E8,25 die hochste
Aktivitat primitiver erythroider Vorlauferzellen im Dottersack hervorgebracht wird. Daher
sollten aus dem Dottersack von Embryonen nach Injektion von NSZ Einzelzellen gewonnen

und diese in vitro unter haimatopoetischen Wachstumsbedingungen gehalten werden. Sollten
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NSZ nach Injektion in Blastozysten primitive hdamatopoetische Vorlaufer bilden, die sich in
den Blutinseln des Dottersackes befinden, so sollten sie in vitro Kolonien bilden kénnen.
NSZ, die das eGFP Transgen exprimieren, wurden in Blastozysten injiziert und am Tag 8,25
wurden sich entwickelnde Embryonen isoliert. Aus den Dottersiacken wurde durch Collagena-
severdau eine Einzelzellsuspension hergestellt, die in semisolides Medium, das die hamato-
poetischen Wachstumsfaktoren (Erythropoietin und IL 3) enthielt, ausplattiert. Dieses Medi-
um erlaubt das klonale Wachstum primitiver erythroider Vorlauferzellen (EryP CFC). Als
Kontrolle wurde eine Einzelzellsuspension neuraler Stammzellen in demselben Medium kul-
tiviert. Von insgesamt 15 Embryonen mit 8-14 Somiten (E8.0-E9.0) wurden die Dottersiacke
isoliert, die Zellen vereinzelt und ausplattiert. Nach sechs Tagen wurden die Kolonien, die je
Dottersack gewachsen waren, ausgezahlt. Abbildung 20 zeigt, dass NSZ, die direkt in Me-
thylcellulose mit hdamatopoetischen Wachstumsfaktoren gegeben wurden, iiberleben, nicht
aber proliferieren sondern differenzieren. Im Gegensatz dazu bildeten sich aus den Zellen, die
aus den Dottersdcken chimarer Embryonen gewonnen worden waren, Kolonien mit primitiv-
erythroiden Phanotyp. Ein Teil dieser Kolonien fluoreszierte, was ithre Abstammung von den
injizierten eGFP transgenen NSZ zeigt. Bei den insgesamt 15 untersuchten Dottersdcken wur-
den bei Embryo 6 (5 fluoreszierende Kolonien von 22), Embryo 9 (3 von 47) und Embryo 10
(3 von 31) grin fluoreszierende Kolonien gefunden.

Dies zeigt, dass nach Injektion von NSZ in Blastozysten nach 6 Tagen primitive haimatopoeti-
schen Vorlauferzellen aus diesen hervorgegangen sind. Diese befinden sich in hdmatopoeti-
schen Organen und aktivieren dort erythroid spezfische Gene und bilden in vitro unter hama-
topoetischen Wachstumsbedingungen Kolonien. NSZ dagegen, die nicht injiziert wurden,
exprimieren weder erythroid spezifische Gene noch konnen sie unter hamatopoetischen

Wachstumsbedingungen proliferieren.
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Abbildung 20: Fluoreszensaufnahmen hdmatopoetischer Kolonien gewachsen aus Dottersackzellen chimarer
Embryonen. Nach Injektion eGFP transgener NSZ in Blastozysten wurden 15 sich entwickelnde Embryonen am
Tag E 8,5 (Somitenstadien 8-14) isoliert. Die Dottersicke wurden durch enzymatischen Verdau mit Collagenase
in Einzelzellen uiberfuhrt und anschlieBend in Methylzellulose, die Wachstumsfaktoren fur das Wachsen von
EryP CFC enthielt, ausplattiert (A-D und G). Zur Kontrolle wurden eGFP transgene NSZ direkt in dasselbe
Methylzellulosemedium ausplattiert (E und F). Nach sechs Tagen wurden Aufnahmen unter Weilllicht und der
Anregungsfrequenz des eGFP Proteins gemacht. Zu sehen sind digitale Uberlagerungen der Weillicht - mit der
Fluoreszensaufnahme bei 200 facher Vergroerung.

5.8.7 Analyse des Chimarismus in adulten Geweben nach Injektion muriner NSZ

Um zu untersuchen, welche Organsysteme durch die Injektion von NSZ in Blastozysten dau-
erhaft besiedelt werden, wurden adulte Gewebe chimirer Tiere auf das Vorhandensein von
Donorzellen hin untersucht. Fur die Mikroinjektion wurden sowohl wildtypische als auch bcl2

transgene mannliche NSZ gewonnen und kultiviert.

5.8.8 Vergleich der Gewebebesiedelung durch wildtypische und bcl2 transgene NSZ in a-

dulten Tieren

Der Vergleich des durch wildtypische bzw. bcl2 transgene NSZ entstandenen Chimarismus in
sich entwicklenden Embryonen ergab, dass durch beide Zellen die hamatopoetischen Gewebe
Dottersack und das periphere Blut praferentiell besiedelt werden. Nachkommen der bcl2
transgenen NSZ wurden zudem noch in der fotalen Leber ebenfalls ein hamatopoetisches Or-
gan gehauft nachgewiesen. Die Frequenz von Donorzellen in nicht haimatopoetischen Gewe-
ben blieb von der Verwendung transgener NSZ unberuihrt. Der Grad des Chimérismus in den

untersuchten Tieren wurde durch das bcl2 Transgen um etwa ein GroBenordnung gesteigert.
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Das uiberraschende Ergebnis, dass Nachkommen der injizierten NSZ zur Mitte der Schwan-
gerschaft nach Blastozysteninjektion vor allem zu hamatopoetischen Geweben beitragen,
konnte auf einer Kontribution zu der transienten primitiven Hamatopoese beruhen. Die Ana-
lyse chimérer adulter Tiere kann daher Aufschluss dariber geben, ob es sich bei den wahrend
der Embryonalentwicklung in den hamatopoetischen Organen nachgewiesenen Zellen um
hamatopoetische Zellen der definitiven oder der primitiven Hamatopoese handelt.

Daruiber hinaus sollte untersucht werden, ob das bcl2 Transgen einen Einfluss auf das lang-
fristige Differenzierungspotenzial der injizierten NSZ hat.

Fur diese Analyse wurden Blastozysten mit méannlichen wildtypischen bzw. bcl2 transgenen
NSZ injiziert und die sich daraus entwickelnden weiblichen adulten Tiere im Alter von 3-5
Monaten analysiert.

Abbildung 21 und Tabelle 7 zeigen, dass die am héaufigsten besiedelten Gewebe zu dem Zent-
ralnervensystem und peripheren Nervensystem gehoren und, dass nicht neurale Gewebe selte-
ner durch NSZ besiedelt wurden. Besonders hervorzuheben sind im Falle der Injektion von
wildtypischen NSZ der Hippocampus (7/12), das Ruckenmark (4/12) und Nervus Ischiadicus
(6/12). Auch der Anteil an Nachkommen injizierter Zellen war in diesen Geweben auch am
hochsten. Unter den untersuchten nicht neuralen Geweben sind Muskel (2/12) und Herz
(2/12) diejenigen Gewebe mit der haufigsten Kontribution durch NSZ. Auffallend ist, dass
einige Gewebe nie Donoranteile wildtypischer NSZ aufweisen. Dazu zéhlen Dunndarm, Milz,
peripheres Blut, Haut und Niere.

Gewebe, die durch Nachkommen der injizierten bcl2 transgenen NSZ besiedelt wurden, sind
ebenso wie im Falle der wildtypischen vor allem neurale Gewebe, Ruckenmark (5/17) und
Nervus Ischiadicus (3/17). Der Grad des Chimarismus war in den neuralen Geweben hoher
als in nicht neuralen und gegenuber den wildtypischen NSZ in den am stérksten besiedelten
Geweben um den Faktor 10 erhoht. Nachkommen der bcl2 transgenen NSZ fanden sich auch

in nicht neuralen Geweben, z.B. in Thymus (2/17).
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Abbildung 21: Analyse der Gewebeverteilung von Nachkommen injizierter wildtypischer (A) und bcl2 transge-
ner NSZ (B und C) in adulten Tieren. Mannliche wildtypische bzw. mannliche bcl2 transgene NSZ wurden nach
mindestens 4 wochiger in vitro Kultur in Blastozysten injiziert. Daraus entstandene adulte Weibchen wurden im
Alter von 3- 5 Monaten getotet, 18 verschiedene Gewebe wurden prépariert und genomische DNA wurde aus
diesen Geweben gewonnen. DNA Proben wurden mittels YMT2/B PCR auf ménnliche Donoranteile hin unter-
sucht. Abkuirzungen: Co, Cortex, KI, Kleinhirn, Rh, restliches Hirn, Hi, Hippocampus, R, Ruickenmark, NI, Ner-
vus Ischiadicus, Le, Leber, Lu, Lunge, Da, Darm, He, Herz, Mu, Muskel, Ov, Ovar, Mi, Milz, Th, Thymus, Kn,
Knochenmark, Bl, Blut, Ha, Haut, Ni, Niere. Zusatzlich sind Verdinnungsreihen ménnlicher in weiblicher DNA
sowie eine Wasserkontrolle durchgefuhrt worden.

Tabelle 7: Haufigkeit der Kontribution in adulten Geweben nach Injektion wildtypischer bzw.
bcl2 transgener NSZ

Injizierter Zelltyp Analysierte Gewebe (positiv/gesamt)

Co KI RH Hi Rm NI ILe Lu Da He Mu Ov Mi Th Kn Bl Ha Ni

wildtypische NSZ 2/12 1/12 0/8 7/12 5/12 6/12 0/12 0/8 0/8 2/12 3/12 1/8 1/12 1/8 1/8 0/12 0/8 1/12

bel2 transgene NSZ  1/14 0/14 1/17 1/14 5/17 3/17 0/17 0/17 0/17 1/17 1/17 0/17 0/17 2/17 1/17 1/17 0/17 0/17

Gezeigt ist die Anzahl positiver Gewebe gegenuiber der Anzahl aller untersuchter adulter Gewebe. Sowohl adulte
Miuse, die aus der Injektion wildtypischer als auch die Ergebnisse der Analyse adulter Méduse aus Injektionen
bcl2 transgener NSZ sind gezeigt. Abkiirzungen: Co, Cortex; Kl, Kleinhirn, RH, restliches Hirn; Hi, Gehirn; Rm,
Riuickenmark; NI, Nervus Ischiadicus; Le, Leber; Lu, Lunge; Da, Darm; He, Herz; Mu, Muskel, Ov, Ovar; Mi,
Milz; Th, Thymus; Kn, Knochenmark; Bl, Blut; Ha, Haut; Ni, Niere.
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5.8.9 Analyse von Nachkommen injizierter NSZ in situ

Um die Nachkommen der injizierten NSZ in situ in Geweben eines adulten Tieres nachweisen
zu konnen, wurden NSZ aus Embryonen einer Mauslinie etabliert, die ubiquitar ein B-
Galactosidase Transgen aus E. coli als nukledr lokalisiertes Protein exprimiert (Tam et al.
1994). Miannliche B-Galactosidase transgene NSZ wurden in Blastozysten injiziert und daraus
resultierende Tiere wurden mithilfe der YMT2/B PCR auf Donoranteile in Geweben und Or-
ganen untersucht. Abbildung 22 zeigt die Analyse des Tieres 131, das im Ruckenmark und im
Nervus Ischiadicus Nachkommen der injizierten Zellen aufweist, daneben noch in Leber,
Lunge, Knochenmark und Haut.

Der contralaterale Ischiasnerv, zu dem durch PCR analysierten wurde mit Xgal gefarbt, einer
Substanz, die durch die Aktivitat des B-Galactosidaseenzyms in einen unldslichen, blauen
Farbstoff umgesetzt wird. Auf Gefrierschnitten des N. Ischiadicus erkennt man die Kerne
einiger Zellen blau angefarbt. Die kernhaltigen Zellen eines peripheren Nervs sind
Fibroblasten, die eine Schutzschicht um den Nerv aufbauen und im Nerv selbst Schwannsche-
zellen sowie einige wenige Astrozysten (personliche Kommunikation, Dr. S. Wiese). Die
Zellkorper und damit die Kerne der Neuronen befinden sich im Ruckenmark. Die Zellen, die
blaue Kerne tragen, stammen von den injizierten B3-Galactosidase transgenen NSZ ab und ha-
ben sich zu Schwannschezellen des peripheren Nervensystems entwickelt. Ihrer Ontogenie
nach stammen Schwannschezellen von den Neuralleistenzellen ab, die sich vom Neuroekto-
derm ableiten, aber distinkt von NSZ sind. In diesem Gewebe konnte in situ eine Transdiffe-
renzierung der injizierten NSZ zu einem Zelltyp, der nicht zu dem Differenzierungspotenzial

der injizierten Zellen gehort, gezeigt werden.
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Abbildung 22: In situ Analyse von Nachkommen bcl2, B Galactosidase doppelt transgener NSZ in adulten Tie-
ren. Mannliche bcl2, B Galactosidase doppelt transgene NSZ wurden nach 4 wochiger in vitro Kultur in Blasto-
zysten injiziert. Das daraus entstandene Weibchen wurde im Alter von 3 Monaten getotet, 18 verschiedene Ge-
webe wurden prapariert und genomische DNA aus diesen Geweben gewonnen. Das kontralaterale Gewebe wur-
de fur die LacZ Farbung verwandt. Im oberen Teil der Abbildung sind Kryoschnitte von Ischiasnerven zu sehen.
In der linken Spalte ist oben eine Negativ unten eine Positivkontrolle zu sehen. In der rechten Spalte sind
Schnitte des Ischiasnerven des Tieres 13, die angefarbt worden, abgebildet. Gezeigt sind Fotos der Schnitte unter
400 facher VergroBerung. Im unteren Teil ist die PCR Analyse der Gewebe des Tieres 131 auf mannliche Do-
norzellen hin DNA Proben wurden mittels YMT2/B PCR auf mannliche Donoranteile hin untersucht. Abkir-
zungrn: Co, Cortex, Kl, Kleinhirn, Rh, restliches Hirn, Hi, Hippocampus, Rm, Riickenmark, NI, Nervus Ischia-
dicus, Le, Leber, Lu, Lunge, Da, Darm, He, Herz, Mu, Muskel, Ov, Ovar, Mi, Milz, Th, Thymus, Kn, Kno-
chenmark, Bl, Blut, Ha, Haut, Ni, Niere.

5.8.10 Aufschlusselung der Gewebeverteilung in den adulten Tieren

Um zu bestimmen, welches Differenzierungspotenzial injizierte Zellen in einem sich entwi-
ckelnden Tier haben, wurde die Gewebeverteilung in untersuchten Tieren nach Art der besie-
delten Organe aufgeschlusselt. Tabelle 8 zeigt, zu welchen Gewebetypen die injizierten NSZ
beigetragen haben und wie héufig Kontribution zu gewissen Geweben unter den analysierten
Tieren vorkam. Dabei wurden Nachkommen injizierter NSZ vor allem in neuralen Gewebty-
pen gefunden, wahrend hamatopoetische und andere Organe seltener Nachkommen der inji-

zierten NSZ aufwiesen.
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Tabelle 8: Haufigkeit der Nachkommen wildtypischer und bcl2 transgener NSZ in Gewebe-
gruppen adulter chimérer Mause

N N/n.H/N  N/H H H/n.N n.H/mn.N neg. Tiere
Wildtypische NSZ 3/9 3/9 2/9 0/9 0/9 1/9 2/11 (19%)
Bcl2 tg NSZ 6/10 2/10 2/10 0/10 0/10 0/10 5/15 (33%)

Gezeigt ist die Anzahl der M4use, die in einer oder einer Kombination zweier Gewebegruppen Nachkommen
injizierter NSZ aufwiesen. N: neurale Gewebe: Cortex, Cerebellum, Rest des Hirns, Hippocampus, Riickenmark,
N. Ischiadicus; H: hamatopoetische Gewebe: Milz, Thymus, Knochenmark, peripheres Blut; : n.H/n.N: nicht

hamatopoetische und nicht neurale Gewebe: Leber, Lunge, Darm, Herz, Muskel, Gonaden, Haut, Niere.

5.8.11 Zusammenfassung der Ergebnisse der Injektionen muriner NSZ in Blastozysten

Die Analyse chimérer Foten aus mit NSZ injizierten Blastozysten ergab, dass sich Nachkom-
men vor allem in den hamatopoetischen Geweben wieder fanden. Neurale Gewebe wiesen
dagegen zum Zeitpunkt der Fotalentwicklung selten und nur geringe Donoranteile auf. Zudem
konnte eine auf injizierte NSZ zuriickgehende erythroide Genexpression in hdmatopoetischen
Geweben chimirer Foten beobachtet werden. Weitere Untersuchungen ergaben, dass sich zu
Beginn der endogenen primitiven Hamatopoese in vitro klonogene hamatopoetische Vorlau-
fer, abstammend von injizierten NSZ, im Dottersack befinden. Im Gegensatz zu den Ergeb-
nissen, die in Foten gewonnen wurden, zeigten adulte Chimére, ein nahezu komplett anderes
Bild. Donorkontribution war fast ausschlieBlich auf neurale Gewebe beschrankt. Dort aller-
dings waren Nachkommen nicht auf die Entwicklungslinien von zentralnervosen Stammzellen

beschrankt, sondern es konnten auch Derivate der Neuralleistenzellen in sifu gezeigt werden.
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6 Diskussion

6.1 Das Differenzierungspotenzial somatischer Stammzellen

Das zentrale Dogma der Stammzellbiologie lautete bis vor wenigen Jahren:

Somatische Stammzellen eines Gewebes bilden nur Zellen ihres Gewebes.

Im Widerspruch zu dieser Lehrmeinung zeigten Forschungsergebnisse in der letzten Zeit, dass
SSZ eines Typs Zellen bilden konnen, die nicht zu den Effektorzellen ihres Stammzellkom-
partiments gehoren. 1999 konnten Bjornson und Kollegen nach Transplantation muriner NSZ
in bestrahlte Mause hamatopoetische Zellen in den Rezipienten nachweisen. Das Gleiche
konnte 2001 von einer Arbeitsgruppe um C. Shih fur humane NSZ demonstriert werden (Shi
et al. 1998; Bjornson et al. 1999). In einer Veroffentlichung von Lagasse et al. wurde gezeigt,
dass HSZ in der Lage sind, in vivo Leberzellen zu bilden (Lagasse et al. 2000). Gussoni und
Kollegen wiesen von transplantierten Knochenmarkzellen adulter Méause abstammende Mus-
kelzellen in Rezipienten eines Muskeldystrophiemodells nach (Gussoni et al. 1999). All die-
sen experimentellen Systemen ist gemein, dass in einem Stammzellkompartiment ein Schaden
induziert wurde oder dieser aufgrund eines Gendefekts bereits vorliegt, der durch Transplan-
tation heterologer Stammzellen regeneriert werden sollte. Unter diesen Bedingungen konnten
Hinweise dafur gefunden werden, dass durch SSZ eines Typs Zellen eines anderen Stamm-
zellsystems gebildet werden.

Im Gegensatz dazu wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, welche reifen Zelltypen von
einem somatischen Stammzelltyp prinzipiell gebildet werden konnen ohne gleichzeitig durch
Schadigung eines Gewebes die Regeneration und damit Bildung dieses einen Zelltyps zu in-
duzieren.

Um die Frage, ob SSZ weiter Differenzierungskapazitaten haben, zu beantworten, wurde als
experimentelles System die Injektion von SSZ in Blastozysten gewdhlt. Mikroinjektion von
ES-Zellen in Blastozysten fuhrt zur Bildung chimarer Embryonen und adulter Tiere, die
Nachkommen injizierter ES-Zellen in allen Geweben aufweisen. Mit diesem experimentellen
System konnte die Pluripotenz, also die Fahigkeit von ES-Zellen klonal zu allen Zellen des
Embryos und des adulten Korpers zu differenzieren, bewiesen werden. (Beddington et al.
1989). Die Blastozysteninjektion ist die einzige Testmethode, die es erlaubt, Zellen bezuglich

ihres Differenzierungspotenzials auf Pluripotenz zu testen, denn die Injektion von Zellen in
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Blastozysten fuhrt zur Exposition gegenitber den Stimuli, die wahrend der Embryonalent-
wicklung die Bildung der Strukturen des gesamten Organismus bewirken. Durch die Analyse
der Gewebe sowohl sich entwickelnder Embryonen und auch adulter Tiere auf Donoranteile
hin, kann im Nachhinein auf das Differenzierungspotenzial injizierter SSZ geschlossen wer-

den.

6.2 Isolation der zu injizierenden Stammzellpopulationen

In der Literatur sind neben den eingangs zitierten, weitere Veroffentlichungen publiziert wor-
den (Jackson et al. 1999; Brazelton et al. 2000; Orlic et al. 2001). Bei den in diesen Studien
verwendeten Zellen handelte es sich allerdings um weniger hoch aufgereinigte Fraktionen
murinen Knochenmarks oder Zellfraktionen anderer Gewebe. Genauere Analysen der Versu-
che von Jackson et al., in denen die hamatopoetische Repopulation als eine Eigenschaft von
Muskelstammzellen interpretiert worden war, ergaben, dass dies nicht zutrifft. Es konnte be-
wiesen werden, dass zusammen mit den Muskelzellen HSZ transplantierten worden waren,
die fur die gebildeten Blutzellen verantwortlich waren (Kawada et al. 2001; McKinney-
Freeman et al. 2002). Es handelt sich also nicht um eine Transdifferenzierung von Muskel-
stammzellen zu Blutzellen.

Um eine valide Interpretation uiber das Entwicklungspotenzial einer Zellpopulation anhand
der von ihr gebildeten Zellen in Embryonen und adulten Tieren zu treffen, ist es daher wich-

tig, eine homogene, definierte Zellpopulation zu verwenden.

6.2.1 Isolation muriner HSZ

Murine HSZ wurden aus dem Knochenmark adulter wildtypischer und bcl2 transgener Mause
gewonnen. Wie aus Abbildung 4 ersichtlich, kann selbst mit nur einer LIN", c-kit *, Scal”
Zelle die Repopulation des zerstorten hamatopoetischen Systems erreicht werden.

Dass eine einzelne LIN', c-kit *, Scal® Zelle in der Lage ist das hamatopoetische System eines
Tieres uber die gesamte Lebenspanne zu erhalten, wurde Anfang der 90iger Jahre in einer
Publikation von C.T. Jordan et al. gezeigt (Jordan et al. 1990). Dies demonstriert das auB3eror-
dentlich hohe Proliferationspotenzial der isolierten LIN", c-kit *, Scal®™ Zellen sowie die hohe
Reinheit der LIN™ c-kit *, Scal™ Population bezuglich ihrer HSZ Aktivitat. Zellen des gleichen
Phanotyps wurden ebenfalls von Osawa und Kollegen fur die Repopulation adulter Empfan-

gertiere verwandt, dabei wurden ahnliche Frequenzen fur HSZ in der LIN™ c-kit *, Scal® Po-
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pulation erhalten wie in der vorliegenden Arbeit (Osawa et al. 1996). Aufgrund dieser Ergeb-
nisse kann davon ausgegangen werden, dass die Resultate, die nach Blastozysteninjektion
erhalten wurden, das Differenzierungspotenzial von HSZ darstellen und nicht durch die
gleichzeitige Injektion anderer z.B. mesodermaler Stammzellen verfalscht wurde.

Die optimale Ausgangspopulation waren allerdings individuell markierte HSZ. Murine HSZ
konnen durch die zuféllige Integration eines retroviralen Genoms individualisiert werden
(Capel et al. 1989; Capel et al. 1990). Anhand individueller HSZ lie3e sich Plastizitit unzwei-
felhaft nachweisen (Lemischka 2002). Die Infektion durch Retroviren erfordert aber die in
vitro Kultur der HSZ, welche jedoch zu einer Verdnderung der HSZ fuhrt (Szilvassy et al.
2001). Die durch die Kultur entstehende Unsicherheit wurde durch die direkte Isolation und
Transplantation umgangen. Eine Moglichkeit, die in vitro Kultur zu umgehen, wire die Injek-
tion von jeweils nur einer HSZ pro Blastozyste. Publizierte Daten von Krause und Kollegen
uber die Transplantation von einer HSZ in bestrahlte adulte Tiere legen diesen Ansatz nahe
(Krause et al. 2001). Dies wurde auch die klonale Verwandtschaft aller detektierten Donor-

zellen zeigen.

6.2.2 Isolation humaner HSZ

Fur die Isolation humaner HSZ gibt es noch keine Marker, mit denen eine Reinheit vergleich-
bar mit der im murinen System erreicht werden kann. Das hat unter anderem seinen Grund
darin, dass humane HSZ Fraktionen nicht in limitierenden Verdinnungen im Menschen, son-
dern nur in vitro oder in Tiermodellen getestet werden konnen (Larochelle et al. 1996; Con-
neally et al. 1997). Publizierte Daten aus dem Labor von J. Dick zeigen, dass humane HSZ in
der CD34"/CD38 Population hoch angereichert sind (Dick et al. 1997). In einem Tiermodell,
in dem humane CD34"/CD38 Zellen in bestrahlte NOD/SCID Mause injiziert werden, wurde
von Bahtia und Kollegen eine Frequenz von statistisch einer unter 617 humanen
CD34"/CD38 Zellen mit der Fahigkeit, das hamatopoetische System einer letal bestrahlten
NOD/SCID Maus zu repopulieren, ermittelt (Bhatia et al. 1997). Die tatsiachliche Frequenz
durfte aber hoher liegen, da die fur die Migration in das Knochenmark notigen Oberflachen-
molekile und die fur die Proliferation notigen Wachstumsfaktoren der Maus nur zum Teil mit
den humanen Orthologen interagieren. Deshalb ist anzunehmen, dass die gemessene Frequenz
geringer als die wahre ausfallt (Shiota et al. 1992; Zanjani et al. 1992; van der Loo et al. 1995;
Lapidot 2001).
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In einem Bericht von Ziegler und Kollegen wurde gezeigt, dass durch Isolation von Zellen aus
dem Nabelschnurblut, die den KDR Rezeptor exprimieren, eine Anreicherung uber die, die
mit der CD347/CD38 Markerkombination erreicht werden kann, erzielt wurde (Ziegler et al.
1999). Durch eine Kollaboration mit dem Labor von C. Peschle konnten wir diese Zellen e-
benso in Blastozysten injizieren (Harder 2001). Wir konnten eine Steigerung der Donoranteile
beobachten, wihrend die Verteilung auf die Gewebe von E12,5 Embryonen verglichen mit
Ergebnissen von CD34"/CD38" Injektionen unbeeinflusst blieb. Dies spricht fur ein hoheres
Proliferationspotenzial der KDR" Zellen, nicht aber fur einen von CD34/CD38" Zellen funk-
tional verschiedenen Zelltyp.

Fur die Versuche in der vorliegenden Arbeit wurden die in der Literatur beschriebenen Ver-
fahren zur Isolation der CD34"/CD38 Zellen aus Nabelschnurblut verwandt (Bhatia et al.
1997).

6.2.3 Isolation muriner NSZ

Murine NSZ wurden fur die Versuche aus den Cortices von E14,5 Foten gewonnen. Die An-
reicherung von Zellen mit NSZ Aktivitat erfolgte dabei durch mindestens 4 wochige in vitro
Kultur. Unter den verwendeten Bedingungen vermehren sich NSZ, so dass durch wiederholtes
Passagieren die Zellen mit hohen Proliferationsraten angereichert werden und nicht proliferie-
rende Zellen verloren gehen. Durch lineare Regressionsbestimmung konnte dabei eine Fre-
quenz von 3% neue Neurosphiaren initiierenden Zellen unter dissozierten Neurospharenzellen
ermittelt werden (Kirchhof et al. 2002). Dieser Anteil klonogener Zellen in wachsenden Neu-
rospharen entspricht den in der Literatur publizierten Werten (Reynolds et al. 1996).

Um fur die Injektionsversuche den Anteil klonogener NSZ zu steigern, wurden am Vortag der
Blastozysteninjektion Neurosphéren vereinzelt und am Injektionstag selbst nur Mikrosphéren
injiziert. Mikrospharen sind kleine Zellaggregate aus zwei-acht Zellen, die auf eine verein-
zelte Neurosphirenzelle zuruickgehen. Durch diesen zusatzlichen Selektionschritt wurden
proliferierende NSZ angereichert.

Wihrend die in vitro Kultur trotz jahrelanger Forschung noch immer keine Moglichkeit bietet
HSZ unveridndert zu erhalten oder zu expandieren (Verfaillie 2002), konnen NSZ in vitro kul-
tiviert werden (Reynolds et al. 1996). Es sollte daher moglich sein, NSZ retroviral zu markie-
ren, um sie anschlieBend fur die Blastozysteninjektion zu verwenden. Individualisierte NSZ

Klone eroffneten die Moglichkeit, die klonale Verwandtschaft der in Embryos und adulten
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Tieren gefunden Zellen eindeutig zu zeigen und damit Plastizitat nachzuweisen (Lemischka

2002).

6.3 Injektion von Zellen in Blastozysten

Durch Injektion in Blastozysten ist es moglich die Pluripotenz von ES-Zellen zu demonstrie-
ren (Beddington et al. 1989). Ebenso konnte dies fur embryonale Karzinomazellen (EC-
Zellen) und embryonale Keimzellen (EG-Zellen), die ebenso Stammzellcharakter haben,
nachgewiesen werden (Mintz 1977; Matsui et al. 1992). Interessanterweise konnte in diesem
System ermittelt werden, dass ES-Zellen sich in Kultur dndern und mit ansteigender Kultur-
dauer die Fahigkeit den ganzen Embryo zu bilden verlieren (Nagy et al. 1993). Eine weitere
Beobachtung an ES-Zellen war, dass das Potenzial zu den Keimzellen chimérer Tiere beizu-
tragen in Kultur verloren gehen kann, und dies, obgleich andere Gewebe noch hohe Anteile
injizierter ES-Zellen aufweisen (Liu et al. 1997; Kondoh et al. 1999). Dies ist fur die Inter-
pretation der Ergebnisse dieser Arbeit besonders interessant, da injizierte ES-Zellen ihrem
Potenzial entsprechend Zellen und Gewebe des sich entwickelnden Tier bilden. Daher kann
angenommen werden, dass SSZ sich ebenso wie ES-Zellen ihrem Differenzierungspotenzial
entsprechend an der Entwicklung des Embryos und des adulten Tieres beteiligen und so ihr
Differenzierungspotenzial offenbaren.

Diese Ergebnisse geben den Rahmen der moglichen Resultate vor. Verhalten sich die inji-
zierten Zellen wie ES-Zellen, sollte ein ausgewogener Chimarismus in allen Organen nach-
weisbar sein (Beddington et al. 1989). Sind die injizierten Zellen verschieden von ES-Zellen,
so werden die Donorzellen in chiméren Tieren auf wenige Gewebe beschrankt sein und von
manchen Organen ganz ausgeschlossen sein (Berger et al. 1995; Shalaby et al. 1997). Fehlt
den injizierten Zellen das Potenzial zur Proliferation, so werden im Embryo und im erwach-
senen Tier die injizierten Zellen aufgrund des starken Wachstums wahrend der Ontogenie
verloren gehen. Andererseits durfen die injizierten Zellen nicht zu stark proliferieren, da sonst
der sich entwickelnde Embryo gestort wird und abstirbt (Hogan et al. 1994). Daneben muss
die Proliferation der Zellen durch die Umgebung kontrolliert werden, z.B. durch Induktion
von Differenzierung oder Apoptose, sonst entstehen letztendlich Tumore. Die Blastozyste
stellt eine besondere Mikroumgebung dar, denn Zellen, die in adulten Tieren aufgrund eines
Differenzierungsblocks ein tumorigenes Potenzial haben, konnen durch das Milieu der

Blastozyste zur Differenzierung angeregt werden (Mintz et al. 1975; Mintz 1977).
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Die sich daraus ableitende Vorhersage, dass Injektion transformierter Zellen mit kurzer Gene-
rationszeit und hohem Proliferationspotenzial zum Abort von mehr Embryonen als nicht
transformierten Zellen fuhrt, konnte durch den Vergleich der Anzahl wachsender Embryonen
nach Injektion primédrer humaner HSZ oder einer in vitro proliferierenden leukdmischen Zell-
linie gefunden werden (Durr et al. eingereicht zur Publikation). Somatische adulte und fotale
Stammzellen haben das Proliferationspotenzial und die Fahigkeit zur Differenzierung die

Voraussetzungen die notig sind um in diesem System chimére Tiere zu bilden.

6.3.1 Injizierte Stammzellen 12-24 Stunden nach Injektion

Die Ergebnisse, unter Fluoreszenslicht bzw. durch Immunfarbung erhalten, zeigen, dass inji-
zierte Zellen sich im Blastozoel befinden und somit an der Entwicklung des Embryos teil-
nehmen konnen (Abbildung 6, Abbildung 10, Abbildung 15). Zudem ist der Kontakt der inji-
zierten Zellen zur Inneren Zellmasse und dem Trophektoderm sichtbar, wodurch die Zellen

den Stimuli der Mikroumgebung Blastozyste ausgesetzt werden.

6.3.2 Donoranteile in sich entwicklenden Embryonen am Tag E12,5

Alle drei untersuchten Stammzelltypen waren in Lage, mit den sich entwickelnden Embryo-
nen chimiare Tiere zu bilden. Dabei zeigen sich zwischen den erhaltenen Ergebnissen Ge-
meinsamkeiten und Unterschiede.

Murine und humane HSZ und ihre Nachkommen waren priferentiell in den hamatopoetischen
Geweben Dottersack, fotale Leber und fotales Blut zu finden. Im Unterschied zu wildtypi-
schen murinen HSZ war der Anteil durch bcl2 transgene murine HSZ um bis zu eine Groflen-
ordnung erhoht (Abbildung 7) (Geiger et al. 1998). Wihrend fur einige Genprodukte bekannt
ist, dass sie die Differenzierung bzw. die Migration von HSZ beeinflussen (Hirsch et al. 1996;
Rolink et al. 1999), war uber die Wirkung von bcl2 Uberexpression nur bekannt, dass die
Zahl der HSZ in transgenen Mausen leicht erhoht ist (Domen et al. 2000). Die Ergebnisse der
organotypischen Verteilung unterstitzten die Vermutung, dass die Differenzierung von HSZ
unbeeinflusst ist von der BCL2 Uberexpression. Die Zunahme des Donoranteiles ldsst sich
durch die antiapoptotische Wirkung des BCL2 Gens erklaren (Gibson et al. 1996). Fur das
Uberleben von HSZ sind in vivo und in vitro Wachstumsfaktoren und Kontakte zu stromalen
Zellen entscheidend (Williams et al. 1990; Wineman et al. 1993; Muller-Sieburg et al. 1995).

Durch den Transfer in die Blastozyste werden den HSZ diese fur das Uberleben wichtigen
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Stimuli entzogen und eine Folge davon ist Apoptose (Domen et al. 1999). Die Uberexpression
des BCL 2 Proteins kann dies zu einem Teil verhindern (Domen et al. 1998; Domen et al.
2000). Wahrscheinlich ist das Uberleben eines groeren Anteils injizierter Zellen dafur ver-

antwortlich, dass sich ein hoherer Donoranteil ausbildete.

Der Anteil humaner HSZ in sich entwickelnden Embryonen war deutlich geringer, er lag mit
maximal 20 humanen Zellen pro 100.000 murinen Zellen um den Faktor 10 niedriger als die
Ergebnisse mit wildtypischen und um Faktor 100 niedriger als mit bcl2 transgenen HSZ. Ent-
scheidend fur diese Unterschiede scheint vor allem die xenogene Umgebung, in der sich die
humanen HSZ befinden zu sein (Zanjani et al. 1992; Flake et al. 1995). Murine Wachstums-
faktoren sind nur zum Teil in der Lage das Fehlen humaner Wachstumsfaktoren zu kompen-
sieren. Dadurch sind humane HSZ in der murinen Umgebung weniger kompetetiv als murine
HSZ (Dick 1991; Bock et al. 1995). Eine Moglichkeit den Anteil humaner Zellen in diesem
System zu steigern wire die Bereitstellung humaner Wachstumsfaktoren. Man konnte z.B.
Miuse verwenden, die diese als Transgene tragen (Bock et al. 1995) oder diese exogen appli-
zieren.

Ebenso wie im Falle der humanen und murinen HSZ fanden sich die Nachkommen injizierter
NSZ praferentiell in hamatopoetischen Geweben untersuchter Embryonen (Abbildung 16,
Abbildung 17). Eine Ursache fur dieses uiberraschende Ergebnis konnte sein, dass ein Teil der
NSZ im sich entwickelnden Embryo in Kontakt mit Dottersackzellen gelangt ist, und dort
einem Hamatopoese induzierenden Milieu ausgesetzt wurde. Dies wiederum konnte zur Bil-
dung von hamatopoetischen Zellen durch die NSZ fuhren, wie sie in der vorliegenden Arbeit
gefunden wurde (Abbildung 19, Abbildung 20). In diesem Zusammenhang wire es sehr inte-
ressant zu uberprufen, ob sich ein solcher Schritt in vitro mithilfe von Dottersackzelllinien
oder Trophektodermzelllinien nachvollziehen lasst (Yoder et al. 1995).

Die Resultate, die mit der Injektion muriner wildtypischer und bcl2 transgener NSZ erhalten
wurden, zeigten denselben Effekt auf den Grad des Chimarismus wie bei wildtypischen und
bcl2 transgenen HSZ (Abbildung 7, Abbildung 8). Wahrscheinlich spielen auch im Falle der
injizierten NSZ fehlende Wachstumsfaktoren und die damit verbundene Apoptose eine ent-
scheidende Rolle.

Die in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnisse stehen im Widerspruch mit im Jahr
2000 von Clarke und Kollegen publizierten Daten (Clarke et al. 2000). In dieser Arbeit wur-
den nach Injektion von NSZ in Blastozysten in sich entwicklenden Embryonen Nachkommen

der NSZ in nahezu allen Geweben mit Ausnahme des Blutes gefunden. Die Bedingungen, die



Diskussion 53

von Clarke et al. verwendet wurden, scheinen dabei dieselben zu sein wie die in dieser Arbeit.
Einen Hinweis auf eine mogliche Ursache fur die unterschiedlichen Resultate wurde von
Morshead und Kollegen veroffentlicht (Morshead et al. 2002). Sie versuchten, die Ergebnisse
der Transdifferenzierung von NSZ zu Blutzellen, publiziert von Bjornson et al., zu reprodu-
zieren (Bjornson et al. 1999). Wiahrend es ihnen nicht gelang die édlteren Daten zu wiederho-
len, fanden sie epigenetische Verdnderungen in den NSZ ihrer Kulturen. Diese Veranderun-
gen, die zum Beispiel ein Wachstumsfaktor unabhiangiges Wachstum der NSZ in vitro er-
moglichten, konnten auch andere Expressionsmuster betroffen haben. Die von Morshead be-
obachteten Veranderungen wurden nicht in den fur diese Arbeit verwendeten Zellen bemerkt
(pers. Kommunikation Frau Dr. Kirchhof). Eine Erklarung fur die Ergebnisse, die von Clarke
und Kollegen gefunden wurden, wire die Induktion eines Genexpressionsmusters dahnlich
dem von ES-Zellen (Nichols et al. 1998). Hinweise, dass dies moglich ist, wurden von Ar-
beiten aus dem Labor von C. Verfaillie an Studien uber mesodermale Stammzellen beschrie-
ben (Reyes et al. 2001). Dadurch konnten Zellen entstehen, die funktionell ES-Zellen gleichen
und nach Injektion in Blastozysten in der Lage sind, wie eine ES-Zelle zur Bildung aller Ge-
weben beizutragen.

Eine alternative Erklarung, die momentan kontrovers diskutiert wird, ist, dass beobachtete
Plastizitat von SSZ auf Zellfusion beruht. Dabei wird postuliert, dass die in vitro beobachtete
Fusion von ES-Zellen mit HSZ oder NSZ sich ebenso in vivo ereignet und tetraploide Zell-
hybride entstehen (Terada et al. 2002; Wurmser et al. 2002; Ying et al. 2002). Die Zellhybride
tragen sowohl SSZ als auch ES-Zell-Marker, haben aber ein ES-Zelldifferenzierungspotenzial
und wiren die Zellen, die verantwortlich fur die erhaltenen Ergebnisse sind. Es gibt aber gra-
vierende Unterschiede zwischen den Befunden uiber Zellfusion in vitro und den Ergebnissen,
die nach Blastozysteninjektion erhalten wurden. Die Frequenz von Zellfusionen ist in vitro
trotz eines applizierten Selektionsdrucks sehr gering. Im Gegensatz dazu sind die eingesetzten
Zellzahlen bei Blastozysteninjektion verschwindend gering, nur etwa 30-50 SSZ werden pro
Blastozyste injiziert. Die Innere Zellmasse, von der ES-Zellen abgeleitet sind, besteht zu die-
sem Zeitpunkt aus nur etwa 30 Zellen. Daher erscheint es als unwahrscheinlich, dass Zellfusi-
on eine entscheidende Rolle spielt, besonders angesichts der Tatsache, dass die in dieser Ar-

beit beobachteten Daten mit hoher Frequenz beobachtet werden (Tabelle 2, Tabelle 6).
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6.3.3 Hamatopoetische Zellen aus injizierten Stammzellen

Die Auswertung der Injektionen muriner und humaner HSZ sowie muriner NSZ in Blasto-
zysten ergab konsistente Donoranteile in himatopoetischen Geweben zur Mitte der Schwan-
gerschaft. Wahrend die Ergebnisse fur murine HSZ auch von H. Geiger und Kollegen gefun-
den wurden (Geiger et al. 1998), konnte im Rahmen dieser Arbeit fur humane HSZ gezeigt
werden, dass Injektion humaner HSZ in murine Blastozysten und anschliefende Entwicklung
kompatible mit der Ausbildung humaner hamatopoetischer Vorlauferzellen sowie einer e-
rythroiden Differenzierung ist (Abbildung 12, Abbildung 13). In der vorliegenden Arbeit
wurde mit nur einer geringen Zahl humaner Zellen (Abbildung 10) eine Besiedelung des mu-
rinen hamatopoetischen Systems trotz der Kompetition mit dem endogenen murinen hdmato-
poetischen Systems erzielt (Harder et al. 2002). Zusétzlich zum Nachweis humaner Zellen in
hamatopoetischen Geweben konnten humane Zellen mit in vitro klonogener Aktivitat nach-
gewiesen werden. Durch RT-PCR wurden Transkripte der humanen Hamoglobingene nach-
gewiesen, die auf eine erythroide Differenzierung hindeuten (Harder et al. 2002). Dass eine
Differenzierung humaner Zellen in erythroide Zellen in der Maus moglich ist, wurde auch von
Hogan und Kollegen gezeigt (Hogan et al. 1997). Verglichen mit der in dieser Arbeit einge-
setzten Anzahl humaner HSZ wurden in den adulten Transplantationsmodellen hohe Zellzah-
len eingesetzt. Dies zeigt das groBe Proliferationspotenzial der injizierten Zellen sowie die
Eignung des Systems zur Analyse humaner HSZ.

Ende der 80iger Jahre wurde von McCune und Kollegen ein Mausmodell zum Studium der
humanen Hamatopoese entwickelt, das spater modifiziert wurde um humaner Zellen auf ihre
hamatopoetische Stammzellpotenz hin zu testen (McCune et al. 1988; McCune et al. 1989;
Bhatia et al. 1997; Dick et al. 1997). Die Transplantation humaner Zellen in adulte Mause,
und die Analyse des daraus erwachsenden Chimérismus des hdmatopoetischen Systems wur-
de als ein Tiermodell zum Testen der Stammzellpotenz injizierter Zellfraktionen etabliert.
Dabei stellte aber die AbstoBung durch das murine Immunsystem ein grof3es Hindernis dar
(McCune et al. 1989; Kyoizumi et al. 1992; Greiner et al. 1995). Um diese Problematik zu
umgehen wurden humane Zellen entweder in immuninkompetente Mausmodelle injiziert,
oder aber in Tiermodelle in denen der Empfanger sich in seiner Entwicklung noch vor der
Ausbildung eines Immunsystems befindet, z.B. fotale Schafe (McCune et al. 1988; Zanjani et
al. 1991; Srour et al. 1992; Zanjani et al. 1997). Der entscheidende Fortschritt, der im Rahmen

der vorliegenden Arbeit gemacht werden konnte, war, dass trotz weniger eingesetzter huma-
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ner Zellen und ohne den Einsatz immundefizienter Modelle eine Besiedlung der murinen ha-
matopoetischen Gewebe erreicht wurde,.

Die Injektion humaner Stammzellen in murine Blastozysten eroffnet die Moglichkeit ver-
schiedene murin-humane Organsystemchiméren herzustellen. Auch wenn der Chimérismus
gering wire, konnte dies ausreichen um einige Fragen bezuglich der Wirkung von Medika-

menten zu beantworten.

Die Analyse der hamatopoetischen Donoranteile in Embryonen nach Injektion muriner NSZ
hatte gezeigt, dass an E12,5 in allen Embryonen Nachkommen der NSZ in mindestens einem
der fotalen hamatopoetischen Gewebe Dottersack, Leber oder Blut zu finden sind (Abbildung
17 und Tabelle 6). Zudem konnte mithilfe von RT-PCR die Expression erythroid spezifischer
Gene durch Nachkommen injizierter NSZ nachgewiesen werden (Abbildung 19). Weitere
Untersuchungen demonstrierten die Existenz von Zellen, in E8,25 Dottersacken chimirer
Embryonen, mit der Fahigkeit unter hamatopoetischen Bedingungen in vitro wachsen zu kon-
nen (Abbildung 20). Die Seltenheit von Nachkommen injizierter NSZ in hamatopoetischen
Geweben adulter Tiere verglichen mit der in Embryonen ist aufgrund der Eigenheit der Ent-
wicklung des hamatopoetischen Systems gut nachzuvollziehen. Die Ontogenie des hamato-
poetischen Systems bringt zwei Wellen hervor: die erste die primitive, geht vom Dottersack
aus und wird im Laufe der weiteren Entwicklung durch die zweite, die definitive, die von der
AGM Region ausgeht, ersetzt (Muller et al. 1994; Dzierzak 1999). Die Expression des emb-
ryonal spezifischen e-Globin Gens, sowie das Vorhandensein klonogener Zellen im E8,25
Dottersack deuten beide auf einen primitiven Charakter der Blutzellen, entstanden aus den
injizierten NSZ, hin (Strouboulis et al. 1992; Palis et al. 2001). Das Fehlen einer massiven
hamatopoetischen Kontribution in adulten Tieren unterstutzt die Hypothese, dass es sich bei
den Blutzellen im frithen Embryo tatsachlich um Zellen der primitiven Hamatopoese handelt.
Interessant wiare es zu untersuchen, ob es moglich ist, die aus den NSZ entstandenen hamato-
poetischen Vorlaufer durch einen sekundaren Transfer zur Repopulation der definitiven Ha-
matopoese zu verwenden. In Arbeiten von M. Yoder wurde nachgewiesen, dass HSZ, gewon-
nen aus dem Dottersack, durch medikamentose Konditionierung neugeborener Empfanger-
mause das definitive hamatopoetische System der Neugeborenen repopuliert werden kann
(Yoder et al. 1997). Von Kyba und Kollegen wurde nachgewiesen, dass durch die Uberex-
pression von HoxB4 in primitiven HSZ diese zu adult repopulierenden gemacht werden
(Kyba et al. 2002). Ebenfalls aus der Literatur ist bekannt, dass es Stromazelllinien gibt, die

HSZ der primitiven Hamatopoese in HSZ mit der Potenz die defintive Hamatopoese zu bil-
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den, umwandeln konnen. Wurde dies gelingen, gébe es eine Moglichkeit in einem Zwei-
schrittverfahren aus NSZ HSZ mit der Potenz zu Repopulation eines definitiven hamatopoeti-

schen Systems herzustellen.

6.3.4 Donoranteile in adulten Tieren

Injektion der drei untersuchten Stammzelltypen in Blastozysten fuhrte zu chimaren Embryo-
nen und zum Wachsen adulter Tiere (Tabelle 4 und Tabelle 7).

Murine HSZ zeigten dabei ein nahezu ausgeglichenes Verhiltnis bei den Donoranteilen in
neuralen und hamatopoetischen Geweben. Dies konnte an den in allen Geweben vorhandenen
Blutzellen liegen, die fur die positiven Signale in primér nicht himatopoetischen Geweben
verantwortlich waren.

Andererseits gab es auch chimiare Tiere, die keine Donoranteile im Blutsystem aufwiesen,
aber in deren nicht hamatopoetischen Geweben Donoranteile nachweisbar waren. In diesen
Fiéllen ist es denkbar, dass Donorzellen in nicht hdmatopoetischen Geweben auf eine Trans-
differenzierung der injizierten HSZ in andere Zelltypen zuruckgehen. In der Literatur sind
Daten uber Transdifferenzierung von HSZ in hdmatopoetische Zellen nach Injektion bekannt
(Gussoni et al. 1999; Lagasse et al. 2000; Mezey et al. 2000). Letztendliche Klarung wird nur
uber die in situ Charakterisierung der Donorzellen in Verbindung mit der Injektion von nur

einer Zelle moglich sein.

Die Ergebnisse, die durch die Analyse chimarer Tiere, die durch die Injektion humaner CD34"
Zellen erzielt wurden, sind qualitativ denen, gewonnen in Versuchen mit murinen HSZ,
gleich. Es wurden allerdings nur vier Tiere untersucht. Bei diesen wiesen sowohl neurale als
auch hamatopoetische Gewebe Donoranteile auf. Prinzipiell ist auch hier denkbar, dass es
sich bei den detektierten Zellen um Blut- bzw. Nervenzellen handelt. Im Unterschied zu den
Ergebnissen mit murinen HSZ wurden bei diesen Versuchen allerdings weniger stark aufge-
reinigte Zellen eingesetzt, die eine Kontamination durch nicht himatopoetische Stamm- oder
Vorlduferzellen moglich macht (Peichev et al. 2000). Daher ist es moglich, dass die detek-
tierten Donorzellen in neuralen Geweben auf nicht hdamatopoetische Zellen unter den inji-
zierten zuriickgehen (Abbildung 14). Dies konnten mesodermal Stammzellen sein, aus denen
Bindegewebszellen hervorgegangen waren, die um periphere Nerven zu finden sind. Speku-
lativ bleibt die Annahme einer Transdifferenzierung zu nicht hamatopoetischen Zellen. Aus

Arbeiten von Shih und Kollegen ist bekannt, dass humane NSZ in vivo in humane Blutzellen
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transdifferenzieren konnen (Shih et al. 2001). Interessanterweise ergaben die Analysen er-
wachsener Tiere, die sich aus Blastozysteninjektionen mit humanen HSZ entwickelt hatten,
dass das Muster der Donoranteile dem Muster, erhalten durch murine HSZ, nahezu gleicht.
Wenngleich noch weitere Tiere analysiert werden miuissen, um dies abschlielend beurteilen zu
konnen, so kann doch vermutet werden, dass sich mit diesem System humane Zellpopulatio-
nen auf ihre Entwicklungspotenz untersuchen lassen. Durch die xenogene Situation bietet der
human-murine Chimarismus den Vorteil, dass sich murine Zellen selektiv Abtoten lassen und
im Gewebe vorhandene humane Zellen zur Amplifikation angeregt werden konnen. So wer-
den z.B. anti-Maus FasLL Antikorper zum abtoten muriner Hepatozyten eingesetzt (Mignon et
al. 1998). In Verbindung mit der enormen Regenerationsfahigkeit von Hepatozyten ist es eine
attraktive Vorstellung dadurch murines Lebergewebe in vivo durch humanes zu ersetzen um

dadurch ein Tiermodell fur humane Lebererkrankungen zu erhalten.

Die Analyse adulter Tiere, die aus mit murinen NSZ injizierten Blastozysten hervorgegangen
waren, ergab, dass vor allem neurale Gewebe durch Nachkommen der injizierten NSZ besie-
delt wurden. Neben dieser praferentiellen neuralen Aktivitat der NSZ wurden mit geringerer
Frequenz auch Signale im hamatopoetischen System gefunden. Nicht neurale Signale waren
allerdings seltener und im Grad geringer (Abbildung 21). Eine Publikation aus dem Labor von
J. Frisen zeigte, dass NSZ nach Injektion in Blastozysten in Embryonen zu nahezu allen Ge-
weben beitragen konnen. Leider wurden in dieser Arbeit keine Angaben uiber den Chimris-
mus in adulten Tieren gemacht (Clarke et al. 2000). In der Literatur sind daneben einige Be-
richte Uiber das Differenzierungspotenzial muriner und humaner NSZ bekannt, die berichten,
dass NSZ zum Beispiel Blutzellen gebildet haben (Bjornson et al. 1999; Shih et al. 2001) und
dass NSZ in Kokultur mit Myoblasten zu Myozyten differenzieren konnen (Galli et al. 2000),
so dass es moglich erscheint, dass NSZ prinzipiell zu heterologen Zellen differenzieren kon-
nen.

In dieser Arbeit wurde auf Kryoschnitten des Nervus Ischiadicus (Abbildung 22) durch An-
farben der Donornuklei die Prasenz von Donorzellen gezeigt. Kernhaltige Zellen in periphe-
ren Nerven sind zum uberwiegenden Teil Astrozyten und nur zu einem kleinen Teil Oligo-
dendrozyten. Die Hulle der Nerven wird durch Fibroblasten aufgebaut (Uni Mainz 2002). Aus
der Entwicklungsbiologie der Neuralentwicklung ist bekannt, dass sich das periphere Nerven-
system nicht von Stammzellen des Zentralnervensystems, sondern von den Neuralleistenzel-
len ableitet. Diese bilden in der Embryonalentwicklung eine Reihe sehr verschiedener Gewe-

be, z.B. Melanozyten die Muskulatur und Knochen des Gesichtes (Huszar et al. 1991; Sarkar
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et al. 2001). Es ist daher denkbar, dass aus den injizierten NSZ Zellen der Neuralleiste gewor-

den waren, die wiederum zu nicht neuralen Zellen differenzieren konnten (Shah et al. 1996).

6.4 Modell zur Transdifferenzierung

Die in der Literatur beschriebenen Daten zu somatischen Stammzellen sowie die Ergebnisse,

die im Rahmen dieser Arbeit gefunden wurden, konnen in einem Modell zusammengefasst

werden:

Abbildung 23: Gezeigt sind mogliche Pfade der Differenzierung von Stammzellen und ihren Nachkommen. Vier
verschiedene Bereiche sind farblich gekennzeichnet: weil}: totipotente Zellen (Zygote und Zellen der Morula);
grau: pluripotente Zellen (Innere Zellmasse und ES-Zellen); griin: multipotentes somatisches Stammzellsystem,
(z.B. das neurale); rot: multipotentes, somatisches Stammzellsystem (z.B. das hamatopoetische). Experimentelle
Eingriffe, bei denen Zellen in eine andere Mikroumgebung gebracht wurden, sind durch gestrichelte Pfeile ge-
kennzeichnet, gepunktete Pfeile stellen experimentell gefundene Transdifferenzierungen dar, durchgezogene
Linien stehen fur Differenzierung innerhalb eines Stammzellsystems. Mit Zahlen gekennzeichnete Pfade werden
im folgenden Abschnitt naher erlautert. ESZ/IZ, ES-Zelle bzw. Innere Zellmasse; SSZ, somatische Stammzelle
VZ, Vorlauferzelle; DZ, differnzierte Zelle.

Die in der Literatur etablierte Sicht der Differenzierungswege in einem somatischen Stamm-
zellsystem sind mit der Ziffer 1 gekennzeichnet. Die SSZ bringt dabei uiber die Zwischenstufe
einer Vorlauferzelle differenzierte Zellen hervor (Abbildung 23). Die Differenzierung verlauft
unidirektional von der Stammzelle hin zu den differenzierten Zellen (Morrison et al. 1995).

In Arbeiten von Kondo und Kollegen konnte jedoch nachgewiesen werden, dass Vorlaufer-

zellen das Differenzierungspotenzial von Stammzellen wiedererlangen konnen (Kondo et al.
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2000). Die Unidirektionalitat der Differenzierung einer SSZ uber die Vorlauferzelle hin zur
Effektorzelle wurde dadurch widerlegt. In einer theoretischen Arbeit von I. Roder und M.
Loeffler wurde daher inkorporiert, dass eine Vorlauferzelle mit einer gewissen Wahrschein-
lichkeit eine weniger differenzierte Zelle, also eine Stammzelle hervorbringen kann (mit der
Ziffer 2 markierter Pfeile) (Loeffler et al. 2002).

Arbeiten aus dem Labor von A. Vescovi an NSZ zeigten die Fahigkeit von NSZ, in vivo ha-
matopoetische Zellen bilden zu konnen (mit der Ziffer 3 markierte Pfeile) (Bjornson et al.
1999). Fur diese Versuche wurden NSZ in bestrahlte Mause transplantiert. Nach 22 Wochen
konnten von den NSZ abstammende hamatopoetische Vorlauferzellen und differenzierte Zel-
len nachgewiesen werden.

Arbeiten von Klinken und Kollegen zeigten, dass selbst differenzierte Zellen eine neue Iden-
titait annehmen konnen, wenn durch Uberexpression von Oncogenen das Genexpressions-
muster gestort wird (mit der Ziffer 4 markierter Pfeil )(Klinken et al. 1988). Dies deutet dar-
auf hin, dass nicht nur Stammzellen in vivo, sondern dass differenzierte Zellen durch Storung
ihres Genexpressionsmusters zur Annahme einer heterologen Identitat gebracht werden kon-
nen.

Im Gegensatz zu den Arbeiten aus dem Labor von A. Vescovi, in denen untersucht wurde, ob
NSZ ein zerstortes hamatopoetisches System aufbauen konnen bearbeiteten Clarke und Kol-
legen die Frage, welche Zellen von NSZ prinzipiell gebildet werden konnen. Die Durchfuh-
rung des Experiments ist in der Abbildung 23 mit der Ziffer 5 gekennzeichnet. NSZ wurden
in Blastozysten transplantiert und anschlieBend, zur Mitte der Schwangerschaft, wurden die
Donoranteile in Geweben sich entwickelnder Embryonen bestimmt. Clarke und Mitarbeiter
fanden in nahezu jedem Gewebe Donoranteile der injizierten NSZ. Ihre Ergebnisse konnen so
interpretiert werden, dass SSZ durch Exposition zu einer embryonalen Mikroumgebung das
Differenzierungspotenzial von ES-Zellen erreichen, daher ist der gepunktete Pfeil von der
grunen SSZ zur ESZ mit der Ziffer 5 markiert.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefuhrten Experimente sind in der Abbildung
mit der Ziffer 6 markiert. Es wurde das Differenzierungspotenzial zweier verschiedener SSZ-
Typen, NSZ und HSZ, evaluiert. Dazu wurden die SSZ in Blastozysten transplantiert und die
Donoranteile in sich entwickelnden Embryonen bestimmt. Es zeigte sich, dass NSZ und HSZ
nicht das Differenzierungspotenzial von ES-Zellen erreichen. Dies wird durch eine durchge-
strichenen Ziffer 6 gekennzeichnet Pfeil angedeutet. NSZ trugen in adulten Mausen vorwie-
gend zu neuralen Geweben bei, wiahrend HSZ in adulten M#usen neurale und hamatopoeti-

sche Gewebe nahezu gleich haufig besiedelten.
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Die Ergebnisse von Clarke und Kollegen scheinen diesen Resultaten zu widersprechen, denn
sie hatten gefunden, dass NSZ nach Mikroinjektion in Blastozysten in der Lage waren alle
Zellen des Embryos zu bilden wie dies von ES-Zellen bekannt ist (mit 5 markierter Pfeil). Die
Beobachtung von Clarke und Kollegen muss vorsichtig beurteilt werden, denn sowohl fur
NSZ, als auch fur MSZ wurde bewiesen, dass diese sich in Kultur andern (Reyes et al. 2001)
(Morshead et al. 2002). Es ist daher fraglich, ob die injizierten Zellen tatsachlich NSZ waren,
oder ob es sich bei den untersuchten Zellen nicht um eine in vitro proliferierende Zelllinie
handelt, die nur noch wenig mit der anfanglichen NSZ gemein hatte.

Dass eine extensive Proliferation ganz entscheidend fur Transdifferenzierung ist, wurde unab-
hangig schon vor langer Zeit im Drosophila Tiermodell gezeigt (Maves et al. 1999). In der
Drosophilalarve gibt es Vorlauferzellen, die bis zu einem gewissen Grad festgelegt sind auf
die kutikuldren Strukturen, die sie im Imago bilden werden. Durch ausgedehntes Proliferieren
konnten diese Einschrankungen aufgeweicht werden und es wurden durch die Vorlauferzellen
heterologe Strukturen gebildet, z.B. statt eines Beines ein Flugel (Wei et al. 2000). Zudem
konnte im Drosophilasystem gezeigt werden, dass die Expression von HOX- Genen notwen-
dig ist fur den Erhalt der Identitit einer Vorlauferzelle (Johnston et al. 1996; Maves et al.
1998). HOX-Gene haben Einfluss auf die Identitat von SSZ und konnten so ein Schliissel zur
Modifikation von SSZ sein (Sauvageau et al. 1995; Wei et al. 2000; Kyba et al. 2002).
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7 Material und Methoden

7.1 Zellkulturmedien und Wachstumsfaktoren

Name
M2 Medium
M16 Medium
DMEM high Glucose
IMDM
Fotales Kalberserum
MethoCult

Rekombinantes humanes G-
CSF

Rekombinantes humanes
SCF

Interleukin 3 (IL3) , human
Interleukin 3 (IL3) , murin
PMS

HCG

Erythropoietin

DNAse

L-Glutamine

Penicillin/Streptomycin

Bovines Serum Albumin
MACS-Puffer
Mercaptoethanol

Hersteller
Sigma
Sigma
Sigma
Pan
Biochrom KG
Stem Cell Technologies

Stem Cell Technologies

Stem Cell Technologies

Stem Cell Technologies
Stem Cell Technologies
Intervet

Intervet

Amgen

Sigma

Gibco

Gibco

Boehringer Mannheim
PBS/ 0,3% BSA (vol/vol)
Merck
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7.2 Antikorper

7.2.1

Name
Anti-GR1
Anti-Mac-1
Ter119
Anti-CD8
Anti-CD4
Anti-B220
Anti-c-kit

Anti-Sca 1

Anti-HLA-ABC

Hersteller
aus eigener Her-
stellung

aus eigener
stellung

aus eigener
stellung

aus eigener
stellung

aus eigener
stellung

aus eigener
stellung

aus eigener
stellung

aus eigener
stellung
Pharmingen

Her-

Her-

Her-

Her-

Her-

Her-

Her-

Monoklonale primare Antikorper

Bezeichnung des
Klons
RB6-8C5CIRatte
M1/70; Ratte

Ratte
53-6.72CIRatte
Gk1.5; Ratte
RA3-6B2; Ratte
ACK-4

E13.161.7

Maus (#32219A)

7.2.2 Polyklonale sekundare Antikorper

Name

Anti Ziege IgG-Biotin

Microbeads gekoppelte

Hersteller

research

Ziege anti Ratte IgG|Bergisch
F(ab), bach
Anti- Maus IgG-|Dianova
MeerettichPeroxidas

7.2.3  Fluorophore zum Markieren gebundener Antikorper

Name

Streptavidin-Red670

Jackson Immuno-

Miltenyi Biotec,

Zelltypspeziftat
Granulozyten

Makrophagen
CDl11b
Erythroide Zellen

Cytotoxische T-Zellen, und eini-
ge T-Zellvorlaufer

Helfer T-Zellen, und einige T-
Zellvorlaufer

B-Zellen und B-Zellvorlaufer

Hamatopoetische Vorlaufer- und
Stammzellen

Hamatopoetische Vorlaufer- und
Stammzellen

Alle humanen Leukozyten

Bezeichnung | Zelltypspeziftat
des Klons
Kaninchen Alle Ziegenimmunglobuli-
ne
Alle Rattenimmunglobuline
Glad-
Ziege Alle Mausimmunglobuline

Hersteller

Gibco
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7.3 Laborchemikalien

Name Hersteller
Agrose NEEO (Ultra-Qualitat) | Roth AG
Chloroform-Phenol Applichem
Dextransulfat Amersham Pharma-
cia Biotech AG
Ethanol Applichem
Ficoll Sigma
Isopropanol Applichem
NaOH Applichem
HCl rauchende Applichem
Polyvinyl-pyrollidone Sigma
Natriumcitrat Applichem
Natirumborat Applichem
Ethylendiaminotetraessigsaure | Applichem
Natriumchlorid Applichem
Kaliumchlorid Applichem
Dimethylpolysiloxan 50/100|Sigma
und 200 centistokes
Wasser Ultrapure Merck
7.4 Enzyme
Name Hersteller Konzentration
Collagenase Stem Cell Technologies 10U/ul
Proteinase K Sigma 10U/ul
RNAse Sigma 15U/u
DNAsel Sigma 15U/ul
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7.5 Laborgerite und Verbrauchsmittel

Gerit /Verbrauchsmittel Hersteller
T3 Thermocycler Biometra Gottingen
Trio Thermoblock Biometra Gottingen
Uno Thermoblock Biometra Gottingen
BioPhotometer Eppendorf
Brutschrank Forma Scientific
Zentrifuge 5417C Eppendorf
Zentrifuge Minifuge RF Heraeus
Mikroskop IMDRB Leitz
Mikroskop Telofal 31 Zeiss
Ultraviolett Crosslinker Amersham Life Sciences

7.6 RNA Isolierung und Reverse Transskription und PCR

Name Hersteller Konzentration

peqGOLD RNAPure |Peqglab

Cloroform Applichem 100%

Omniscript Reverse | Quiagen 10/l

Transkriptase

Omniscript Puffer RT | Quiagen 10X

dNTP Mix, fur RT Quiagen SmM

RNAse-free water Quiagen

Hexamer Primer Roche 200ng/pul

SuperTaq-Polymerase | HT Biotech- | 5000%/ml
nology Ltd.

SuperTaq-Puffer HT Biotech- | 10X
nology Ltd.

dNTPs, PCR Life Techno- |10TnaM
logie
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7.7 Isolierung adulter muriner Knochenmarkszellen

Zur Isolierung adulten Knochenmarks wurde ein Tier durch zervikale Dislokation getotet und
mit 70% EtOH das Fell desinfiziert. Femura und Tibiae wurden von Fell, Haut und Muskeln
befreit und danach an den Gelenkenden erdffnet. Das Knochenmark wurde durch Spulen der
Rohrenknochen mit MACS Puffer unter sterilen Bedingungen gewonnen. Anschliefend wur-
de das im MACS Puffer befindliche Knochenmark auf Eis resuspendiert und mechanisch
(durch Auf und Abpipettieren der Suspension in einer 1000 yl Pipette) in eine Einzelzellsus-
pension tiberfuhrt. Danach wurde fiir 6Tin bei 200 g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde dekantiert und das Zellpellet wurde in 5-10 ml Gey-Solution resuspendiert und auf Eis
stehen inkubiert. Durch die Zugabe der hypotonischen Geys-Solution werden die Erythrozy-
ten in der Zellsuspension lysiert. Nach 6 min. wurde die Zellssuspension mit 1,5 ml 10%igem
BSA unterschichtet und fur 7 min. bei 200g und 4 °C zentrifugiert. Nach dem der Uberstand
abgesaugt war, wurde das Zellpellet in MACS Puffer resuspendiert und zum Abtrennen e-
ventuell entstandener Klumpen durch eine Spritze mit einem aufgeklebten Nylonnetz mit
50um Maschenweite gedruckt. Anschliefend wurde die Lebendzellzahl pro Volumen mit

Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt.

7.8 Aufreinigung hamatopoetischer Vorlaufer- und Stammzellen aus dem Knochen-

mark adulter Mause

Als Puffer und Waschlosung wurde auf 4°C gekuhlter MACS-Puffer verwendet. Samtliche
Einzelschritte erfolgten unter sterilen Bedingungen und auf Eis. Aus den Hinterbeinen einer
Maus wurde aus Tibiae und der Femura die Knochenmarkszellen gewonnen. Die Zellen wur-
den nun 20 min mit der Linienantikorpermischung inkubiert. In dieser Mischung befinden
sich 6 verschiedene monklonale Antikorper aus der Ratte, die gegen murine Epitope auf diffe-
renzierten Zellen des murinen hdmatopoetischen Systems vorhanden sind, siehe Antikorper-
liste. Die Zellen wurden danach 2 mal in je 20 ml MACS-Puffer gewaschen. Anschliefend
die Knochenmarkzellen bei 4°C 20min mit kolloidalen super-paramagnetischen Microbeads,
die an Ziege-anti Ratte Ig(H+L) F(ab’), Antikorperfragmente gekoppelt sind, inkubiert. Nicht
gebundene Microbeads wurde durch zweimaliges Waschen mit je 20ml MACS Puffer ent-
fernt. In der Zwischenzeit wurde die Trennsaule, eine Plastikrohre mit Eisenmatrix (oberfla-
chenbehandelte Stahlwolle) darin, mit MACS-Puffer befullt und in den Seperationsmagneten

gespannt. Zur Trennung wie auch zum Waschschritt wurde eine G23 Kanule zur Regulation
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der Durchflussgeschwindigkeit benutzt. Die zu trennende Zellsuspension wurde in einem
Volumen von Sml MACS Puffer auf die Saule gegeben und dreimal mit jeweils 5 ml MACS
Puffer gewaschen. Linienpositive Zellen verbleiben dabei aufgrund der an ihre Oberflache
gebundenen paramagnetischen Antikorper in der Eisenmatrix der Séule, die liniennegativen
Zellen wanderten durch die Saule durch. Danach wurde die Saule aus dem Magnetfeld ent-
nommen und die an die Séule verbliebenen Zellen wurden mit 5 ml Puffer aus einer uber ei-
nen Dreiwegehahn seitlich angebrachten Spritze gegen die Flussrichtung von der Matrix ge-
spult. Diese Zellsuspension, die sich nun oberhalb der Matrix befand, wurde nochmals ge-
trennt, nachdem die Saule wieder in das Magnetfeld verbracht worden war. Dazu wurde die
Saule wieder dreimal mit je 5 ml MACS Puffer gespult. Beide Fraktionen der liniennegativen
Zellen wurden danach vereinigt, da FACS-Analysen gezeigt hatten, dass die Reinheit beider

Fraktionen vergleichbar war.

7.8.1 Aufreinigung hamatopoetischer Stammzellen aus der liniennegativen Zellfraktion der

Knochenmarkzellen.

Die liniennegativen Zellen wurden in 250x1 MACS Puffer aufgenommen und mit 1ul eines
biotinlierten, polyklonalen Kaninchenserums gerichtet gegen Ziegenimmunglobuline fur 15
min auf Eis inkubiert. Ubrschiissige Antikorper wurden durch einmaliges Waschen mit 20ml
MACS Puffer entfernt. AnschlieBend wurden die Zellen wiederum in 2501 MACS Puffer
resuspendiert und mit zwei verschiedenen monoklonalen Antikorpern, der eine gerichtet ge-
gen Scal, ein 18kDa Phosphatidylinsositol-verankertes Membranprotein, der zweite gegen
den Tyrosinkinaserezeptor c-kit. Die fluoremetrsiche Isolation von HSZ erfolgte anschlieend
mittels eines FACSort. Die Expression beider Antigene bei gleichzeitigem Fehlen linienspe-

zifsicher Oberflachenmarker ist Merkmal hamatopoetischer Stammzellen.
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7.9 Durchfithrung der Methylzellulosekultur

Fur die Methylzellulosekultur wurde zuerst eine Basismischung erstellt, der dann in einem

zweiten Schritt Wachstumsfaktoren zugesetzt wurden.

Basismischung

30% vol/vol FCS

10% vol/vol BSA

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2mM L-Glutamin

1*10™* M 2-Mercaptoethanol

40% vol/vol MethoCult™M3134 ohne Wachstumsfaktoren

Dem Ansatz fur die Quantifizierung muriner EryP wurden folgende Wachstumsfaktoren und

Substanzen zugegeben, angeben ist die Endkonzentration:

rekombinantes murines IL 3 10ng/ml
rekombinantes humanes Erythropoeitin 4U/ml
Transferrin 200pg/ml

Insulin 10pg/ml

In den Experimenten in denen praferentiell humane Vorlauferzellen wachsen sollten wurden

folgende Faktoren eingesetzt, angegeben ist die Endkonzentration:

rekombinantes humanes IL 3 50ng/ml
rekombinantes humanes SCF 50ng/ml

rekombinantes humanes G-CSF 50ng/ml

Fur einen Ansatz werden zu 2,7 ml Methylzellulosemedium mit Faktoren die dreifache An-
zahl der zu testenden Zellen in 300x1 IMD-Medium gegeben. In 35mm Bakterienschalen

(Greiner) werden 1ml dieser Medium-Zellmischung ausplattiert.
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Die Methylzellulosekulturen wurden bei 37°C, 5% CO2 und 100% relative Luftfeuchtigkeit

fur 6-10 Tage kultiviert. AnschlieBend wurde die Anzahl der Kolonien bestimmt.

7.10 Zellzahlbestimmung mittels Neubauer-Zahlkammer

Ein zu untersuchende Zellsuspension wurde durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren in
Einzellzellen uberfuhrt. 10x1 der Suspension wurden entnommen und mit 10x]1 Trypanblau-
Losung gemischt. 10u1 dieses Gemisches wurden auf die Neubauer-Zahlkammer aufgetragen.
Lebende Zellen transportieren das Trypanblau aktiv aus dem Zytoplasma. Aufgrund ihrer
hellen Farbung konnen die lebenden Zellen deshalb unter dem Mikroskop von den toten Zel-
len und den Zellfragmenten unterschieden werden. Es wurde ein groBBes Quadrat der Neubau-
er-Kammer ausgezahlt. Die Konzentration der Zellen in der urspriinglichen Suspension ergibt

sich demnach:

[lebende Zellen / ml] = Anzahl der Zellen im GroBquadrat x 10.000 x 2

7.11 Isolierung von DNA aus Zellen und Geweben

Um genomische DNA aus Zellen und Geweben zu isolieren, wurde zunéachst die Zellstruktur
durch Proteinase-Verdau und Detergenzbehandlung zerstort. Die DNA wurde anschlieend
durch Phenol-Chloroform Extraktion von den Proteinen gereinigt. Durch die Féllung in I-
sopropanol und das Waschen mit Ethanol wurden Salze aus der DNA ausgewaschen und die
Konzentration erhoht.
Es wurde nach folgendem Protokoll vorgegangen:
- Gewebe oder Zellpellet wird in 700 ul Lysispuffer mit Proteinase K aufgenommen
- Inkubation uiber Nacht bei 56 °C im Rotationsinkubator
- Zugabe von 7 ul RNase um samtliche RNA zu degradieren
- 30 min. Inkubation bei 37°C
- Zugabe des gleichen Volumens Phenol-Chloroform, 5 min kraftiges Schiitteln
- Zentrifugation fur 10 min bei 20.000g
- Uberfuhren des wassrigen Uberstandes in ein neues Reaktionsgefdf; die
hydrophile DNA befindet sich im wassrigen Uberstand, wéahrend sich die Proteine
an der Interphase zum Phenol anlagern, deshalb sollte keinesfalls die Interphase

mit uberfuhrt werden
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7.12

Zugabe des gleichen Volumens Phenol-Chloroform, 5 min kraftiges Schiitteln
Erneute Zenrtifugation fur 10 min bei 20.000g

Uberfuhren des wassrigen Uberstandes in ein neues Reaktionsgefal3

Zugabe des gleichen Volumens Isopropanol, kraftiges schuttlen

Inkubation fur 20 min bei —80 °C

Zentrifugation fur 15 min bei 20.000g, die DNA sollte als Pellet am Boden des Re-
aktionsgefafes sichtbar sein

Entfernen des Uberstandes und Zugabe von 700 ul 70 %igem Ethanol

Kraftig vortexen um das Pellet vom Reaktionsgefal3 zu 16sen

Zentrifugation fur 10 min bei 20.000g

Zugabe von 700 ul 70 %igem Ethanol

Zentrifugation fur 10 min bei 20.000g

Vollstindiges Entfernen des Ethanol; das DNA Pellet nicht trocken fallen lassen,
da sich die DNA sonst nicht mehr vollstandig 10st

Losung des DNA Pellets in ddH,O

Isolierung von RNA aus Geweben und Zellen

Zur Isolierung wurde die peqGold RNApure Losung der Firma PEQLAB, Erlangen verwen-

det. Diese Losung enthélt Guanidinisothiocyanat. Diese Reagenz lysiert die Zellen und dena-

turiert gleichzeitig RNasen. Samtliche Schritte wurden zudem auf Eis durchgefuhrt um eine

Aktivitat der RNasen moglichst zu unterbinden.

Zerkleinern des Gewebes in einem Reaktionsgefal mit einem Pistill (entféllt bei
einem Zellpellet)

Zugabe von 700 ul peqGold RNApure, kraftig schuitteln, 5 min inkubieren

Zugabe von 70 ul RNase freies Chloroform, kraftig schutteln

Zentrifugation fur 10 min bei 20.000g und 4 °C

Uberfuhren des wassrigen Uberstandes in ein neues Reaktionsgefal3

Zugabe von 700 ul Isopropanol (RNase frei)

Zentrifugation fur 10 min bei 20.000g und 4 °C

Zweimaliges Waschen mit 70%igem Ethanol

Aufnehmen des RNA Pellets in DEPC-H,O
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Um die Integritiat der RNA zu uberprifen, kann eine Probe auf einem Agarosegel aufgetrennt

werden. Die 28s und 18s RNA sollten als distinkte Banden sichtbar sein.

7.13 Photometrische Bestimmung der Nukleinsiaurekonzentration

Die aromatischen Ringe der Purin- und Pyrimidinbasen von Nukleinsauren fuhren in einer
wissrigen Losung zu einer starken Absorption des Lichtes bei einer Wellenldnge von 260Thm.
Daher kann die Konzentration von Nukleinsduren anhand des Extinktionswertes einer wéssri-
gen Losung bei 260hm bestimmt werden. Da die Beziehung zwischen Extinktion und Kon-
zentration linear ist, lasst sich letztere uber eine einfache Formel berechnen:

CED,, 5, x 50F:g/ml bei doppelstriangiger DNA

CED,,.  x 40%g/ml bei einzelstrangiger DNA

C2D,, ., x 33%g/ml bei einzelstrangiger RNA

Zur Messung der Extinktionswerte wurde ein Biophotometer der Firma Eppendorf verwendet.

7.14 Reverse Transkrition

- 1 mg RNA wird in 14,5 ul RNase-freiem Wasser gelost
- die RNA wird fur 5min bei 70°C inkubiert um eine Denaturierung von dop-
pelstrangigen Sequenzen zu erreichen
- die RNA wird anschliefend sofort auf Eis gestellt um eine Renaturierung zu ver-
hindern
- 5,5ul der Stock Solution werden zugegeben
- die Stock Solution besteht aus:
o 2 ul RT-Puffer
o 1 uldNTP’s
o 2 ul Hexamer-Primer
o 0,5 ul Omniscript Reverse Transkriptase
- der Ansatz wird 1Std. bei 37 °C inkubiert
Hexamer-Primer sind ein Gemisch aus einzelstrangigen Hexameren mit statistisch ver-
teilter Sequenzfolge. Es sind 4° = 4096 verschiedenen Hexamer-Sequenzen moglich. Sta-
tistisch gesehen sollte also fur jede mRNA-Sequenz ein komplementarer Primer vorhan-

den sein.



Material & Methoden 71

7.15 PCR

Die Amplifikation durch PCR wurde entweder in einem Trio Thermoblock, einem Uno
Thermoblock oder einem T3 Thermoblock (Biometra Gottingen) druchgefuhrt.

Es wurden grundsitzlich 200ng genomische DNA eingesetzt.

Alle Oligonukleotide, die als Primer in PCR eingestzt wurden, wurden von MWG Biotech

synthetisiert.

Myogenin-PCR
PCR-Ansatz:
5 pul Puffer (10x)
1 ul dANTPs (2,5 mM each)
100ng sense Primer ( 5"-TTA CGT TCG TGG ACA GC-37)
100ng antisense Primer ( 5"-TGG GCT GGG TGT TAG TCT TA-3")
0,05 ul Tag-Polymerase (5 U/ul)
200 ng DNA
add 50xl  H,0
Zyklus:
5 min 95 °C
30 sec 95 °C
30 sec 58 °C 36 Zyklen
90 sec 72 °C
2 min 72 °C
GroBe des Fragmentes: 245 bp
Die Primersequenzen und Bedingungen fur die PCR entstammen der Literatur (Muller

et al. 1994).
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17amod

PCR-Ansatz:

5 ul Puffer (10x)

1 ul dANTPs (2,5 mM each)

1 ul MgCl, (25 mM/ul)

100ng sense Primer ( 5'-GGATAATTTCAG CTG ACT AAA CAG A-37)
100ng antisense Primer ( 5"-TTCCGTTTAGTT AGG TGC AGT TAT-3")
0,05 ul Tag-Polymerase (5 U/ul)

200 ng DNA
add 50u1 H,0

Zyklus:
S min
1 min
1 min
1 min

5 min

Grofe des Fragmentes: 850 bp

94 °C
94 °C
60 °C
72 °C
72 °C

40 Zyklen

Die Primersequenzen und die Bedingungen der PCR entstammen der Literatur

(Warburton et al. 1991).

human Actin

PCR-Ansatz:

5 ul Puffer (10x)

1 ul dANTPs (2,5 mM each)
100ng sense Primer ( 5"-CTC GGG AGC CAC ACG CAG CTC-3")

100ng antisense Primer ( 5"-AGG CCG GCT TCG CGG GCG-3")

0,05 ul Tag-Polymerase (5 U/ul)

abgeglichene Menge cDNA

add 501 H,0
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ZyKlus:
S min 95 °C
40 sec 95 °C
40 sec 54 °C 35 Zyklen

60 sec 72 °C
2 min 72 °C
Grofe des Fragmentes: 200 bp

Die Primersequenzen und die Bedingungen stammen aus dem Labor von R. Henschler.

HPRT (Hypoxanthyl Phosphoribosyl Transferase)
PCR-Ansatz:
5 pul Puffer (10x)
1 ul dANTPs (2,5 mM each)
100ng sense Primer (200 ng/ul; 5"-CAC AGG ACT AGA ACA CCT-3")
100ng antisense Primer (200 ng/ul; 5"-GCT GGT GAA AAG GAC CTC T-3")
0,05 ul Tag-Polymerase (5 U/ul)

abgeglichene Menge cDNA

add 50ul H,0
Zyklus:
S min 94 °C
40 sec 94 °C
40 sec 57 °C 35 Zyklen

60 sec 72 °C
3 min 72 °C
GroBe des Fragmentes: 249 bp (cDNA); 1100 bp (genomische DNA)

Die Primersequenzen und die Bedingungen entstammen der Literatur (Keller et al. 1993).
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Humane Hamoglobinketten
PCR-Ansatz:
5 ul Puffer (10x)
1 ul dANTPs (2,5 mM each)
40ng b-Globin sense Primer (200 ng/ul; 5-ACA CAA CTG TGT TCA CTA GCA

ACCTCA-3")

40ng b-Globin antisense Primer (200 ng/ul; 5°-GGT TGC CCA TAA CAG CAT
CAG GAGT-3")

120ng e-Globin sense Primer (200 ng/ul; 5°-CTT TGG AGA TGC TAT TAA AAA
CATG-3")

120ng e-Globin antisense Primer (200 ng/ul; 5°-CCA GAA TAA TCA CCA TCA
CGT TAC-3")

40ng g-Globin sense Primer (200 ng/ul; 5°-GAC CGT TTT GGC AAT CCA TTT
C3)

40ng g-Globin antisense Primer (200 ng/ul; 5-GTA TTG CTT GCA GAA TAA
AGC C-37)

0,1 ul Tag-Polymerase (5 U/ul)
abgeglichene Menge cDNA
add 50 ul H,0

Zyklus:
S min 94 °C
60 sec 95°C
60 sec 58 °C 35 Zyklen

60 sec 72 °C
2 min 72 °C
Grofe des Fragmentes: B-Globin: 212 bp
y-Globin: 165 bp
e-Globin: 135 bp
Die Primersequenzen und die Bedingeungen stammen aus der Literatur (Bungert et al.

1995).
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Hu bcl2-PCR
PCR-Ansatz:
5 ul Puffer (10x)
1 ul dANTPs (2,5 mM each)
100ng sense Primer ( 5- CGC GGA CGC TGG ATA TAA AGT -3)
100ng antisense Primer ( 5"- ACA TCT CCC GCA TCC CAC TC -37)
0,05 ul Tag-Polymerase (5 U/ul)
200 ng DNA
add 50ul  H,0

Zyklus:
S min 95 °C
30 sec 95 °C
30 sec 62 °C 36 Zyklen

60 sec 72 °C
2 min 72 °C
Grofe des Fragmentes: circa 260 bp

Die Primersequenzen und die Bedingungen wurden von R. Gotz am MSZ etabliert.

7.16 Auftrennung von DNA-Fragmenten uiber Agarose-Gele

Die im Rahmen einer PCR entstandenen DN A-Fragmente wurden uber ein 1,5%iges Agaro-
se-Gel aufgetrennt. Hierzu Ioste man unter Kochen in der Mikrowelle 6g Agarose in 4007l
TBE-Puffer und gab 20%1 0,5% Ethidiumbromid-Losung dazu. Mit dieser Agarose Lsg. wur-
den anschlieend Gele gegossen. Das erstarrte Agarose-Gel wurde mit TBE-Puffer uiber-
schichtet und je nach Versuch 10-20%:1 der PCR-Ansitze nach Zugabe von ca. 2%1 Ladepuffer
auf das Gel aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte je nach erwarteter
FragmentgroBe in einem elektrischen Feld mit 5-8%//cm fur ca. 30-60Tin. Die durch Inter-
kalation in die DNA-Doppelhelix verstarkte Fluoreszenz des zugesetzten Ethidiumbromids
bei 590Tm ermoglichte die Visualisierung der entsprechend ihrer GroBe exponentiell aufge-
trennten DNA-Fragmente unter UV-Licht. Zur Standardisierung und Einschatzung der Frag-
mentgroflen der Banden wurden DNA Fragmente bekannter Grof3e parallel zu den jeweiligen
Proben aufgetragen. Hierzu wurde das Plasmid ptz mit dem Restriktionsenzym Hinfl sowie
das Plasmid pSM mit HindIII verdaut. Die erhaltenen DNA-Fragmente lagen bei ptz im Be-
reich von 44 bis 1202 bp, bei pSM zwischen 145 und 3440 bp
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7.17 Southern Blotting

7.17.1 Herstellung radiaktiv markierter Sonden

Fur die spezifische Hybridisierung von auf Filter tranferierten DNA-Fragmenten mussten
zunéchst die gesuchten Fragmente isoliert und radioaktiv markiert werden. Hierzu wurden sie
im Anschluss an die PCR und die Auftrennung uiber ein Agarose-Gel aus letzterem herausge-
16st und anschlieBend einzelne Basen des Fragmentes im Rahmen einer ,,Nick Translation®

gegen radioaktiv markierte Basen ausgetauscht.

7.17.2 Elektroeluation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die im UV-Licht gut sichtbaren Banden des gewiinschten Fragmentes wurden mit einem
Skalpell moglichst fein herausgeschnitten, der Gelstreifen in einen Dialyseschlauch uiberfuhrt
und letzterer luftblasenfrei mit 2 ml TBE gefullt und verschlossen. Beim Anlegen eines elekt-
rischen Feldes von ca. 8%//cm im TBE-Bad wanderten die DNA-Fragmente aus dem Gel an
die Wand des Dialyseschlauches. Dieser Vorgang lie} sich gut im UV-Licht kontrollieren.
AbschlieBend wird die Polarisierung des elektrischen Feldes zur Ablosung der DNA von der
Membran fur einige Sekunden umgekehrt, die Flussigkeit aus dem Dialyseschlauch entnom-
men, das Innere mit ca. 1Tl TBE gespult. Zu der resultierenden Losung von DNA-
Fragmenten wurde die doppelte Menge 100%iger Ethanol sowie 10 Vol% 3M Natriumacetat
zugegeben. Durch kriftiges Schitteln und Inkubation fur 15 min bei —80 °C wurden die
Fragmente aus der Losung geféllt. AnschlieBend erfolgten zwei Waschschritte in 75 %igem

Ethanol bevor die DNA in einem moglichst geringem Volumen H,O aufgenommen wurde.

7.17.3 Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten durch ,,Nick Translation*

Zur radiaktiven Markierung der DNA-Fragmente wurden 40hg DNA mit einem Enzymge-
misch aus DNAse I und DNA-Polymerase I versetzt und in Anwesenheit von dATP, dGTP,
dTTP, und [o**P]-dCTP (B-Strahler) fir 45Tin bei 15°C inkubiert. In dieser Zeit bildeten sich
aufgrund der Spaltung der inneren Phosphodiesterbindungen durch DNAse I (Endonuklease)
Einzelstrangabschnitte, deren Komplementérstrange anschlieBend von der DNA-Polymerase 1
unter Verwendung der freien — und zu einem Viertel [o’P]-markierten — Nukleotide syntheti-
siert wurden. Um die so markierten Sonden von den aktiven Enzymen und freien Nukleotiden
des Reaktionsansatzes zu befreien, wurde die Losung anschliefend uber Sephadex G50-
Saulen aufgetrennt. Hierzu wurde eine Insulinspritze mit Glaswolle und Sephadex G50 luft-
blasenfrei gefullt, bei 400% 2Min zentrifugiert und die Reaktionslosung auf die Oberflache
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der Siaule gegeben. Bei der folgenden erneuten Zentrifugation (400, 2™in) wanderten die
vergleichsweise grolen DNA-Fragmente schnell durch die Gelmatrix und lieBen sich an-
schliefend in der sich unter der Saule absetzenden Flussigkeit auffangen, wahrend kleinere
Molekule wie freie Nukleotide oder Enzyme in die Innenrdume der matrixbildenden Struktu-
ren eindringen konnten und so zuriickgehalten wurden (Molekularsieb-Prinzip). Samtliche
Arbeiten mit freier Radioaktivitit wurden im Radioaktivlabor des Instituts fur Medizinische
Strahlenkunde und Zellforschung und zum uberwiegenden Teil von Bettina Miuhl sowie An-
gela Merkel (technische Angestellte) durchgefuhrt.

7.17.4 Ubertragung von Nukleinsauren aus dem Agarose-Gel auf Nylonmembranen

Im Anschluss an die elektrophoretische Auftrennung wurden die Gele fur ca. 15Tnin in De-
naturierungspuffer geschwenkt, um die strukturelle Konsistenz des Agarosegels zu schadigen
und die folgende Eluation der DNA-Fragmente zu erleichtern. Diese erfolgte im Rahmen
eines Halbtrocken-Blots, bei dem das Gel auf ein auf einer Glasplatte liegendes und in Trans-
ferpuffer getranktes Filterpapier gelegt, die Nylonmembran luftblasenfrei auf der Ruckseite
des Gels positioniert und mit einem weiteren Filterpapier und einer Lage Papiertiicher uber-
deckt wurde. Ein aufliegendes geringes Gewicht (ca. 500%) verstirkte den Kontakt zwischen
den verschiedenen Schichten des Blottes. In dieser Anordnung wurde der im unteren Filterpa-
pier gespeicherte Transferpuffer aufgrund von Kapillarkriften langsam durch das Gel, die
Nylonmenbran und den oberen Filter hindurch in die Papiertucher gesogen. In dem das Gel
durchlaufenden Flussigkeitsstrom wurden die im Gel befindlichen DNA-Fragmente mitgeris-
sen, bis sie an der dichten Struktur der Nylonmembran hiangen blieben. Der gesamte Prozess
des Blottings verlief in der Regel innerhalb von ca. zwolf Stunden.Die mit Nukleinsduren
beschichtete Membran wurde anschlieBend zweimal fur ca. 5Tnin in 2x SSC geschwenkt und
zum Crosslinking der Nukleinsauren mit der Membran in 608ec mit 120™J/cm® im UV-Licht
belichtet.

7.17.5 Hybridisierung der geblotteten Fragmente mit markierten Sonden

Zur Hybridisierung der auf die Nylonmembranen geblotteten Fragmente wurden die Memb-
ranen zunachst fur wenige Minuten nacheinander in H,O,,, und 6x SSC gebadet, anschlie-
fend in Gruppen von maximal sechs Membranen zusammengerollt und in ein glisernes
Hybridisierungsrohr gesteckt. Um ein festes Aneinanderheften oder gar Ubertreten von DNA-
Fragmenten bei den Membranen zu verhindern, wurden sie durch Trennlagen von NylonflieB3,

welches zuvor ebenfalls in 6x SSC gebadet worden waren, separiert. Nach Zugabe von 20l
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Prahybridisierungspuffer rotierten die Filter in den verschlossenen Hybridisierungsrohren bei
fur 1'8td. im 65°C Ofen, um durch die im Puffer enthaltene Lachssperma-DNA unspezifische
DNA-Bindungsstellen auf den Membranen zu maskieren. Zur Denaturiereung partieller Dop-
pelstrange wurden die radioaktiv markierten DNA-Sonden fir 5™in bei 100°C inkubiert und
anschlieBend auf Eis abgeschreckt. AnschlieBend wurde der Prahybridisierungspuffer aus
dem Hybridisierungsrohr entfernt und durch Hybridisierungspuffer ersetzt, dem die radioaktiv
markierte Sonde zugesetzt worden war. Es folgte zur spezifischen Hybridisierung der geblot-
teten DNA-Fragmente die Inkubation der Membranen unter Rotation bei 65°C uiber Nacht.
AbschlieBend wurden die Membranen zweimal mit Waschpuffer I und einmal mit Waschpuf-
fer I gewaschen (jeweils 20Tnin), auf Filterpapier gelegt und mit Zellophanfolie umhillt.
Auch hier wurden die Arbeiten mit freier Radioaktivitat im Radioaktivlabor zum uiberwiegen-
den Teil von Bettina Muhl und Angela Merkel durchgefuhrt.

7.17.6 Belichtung von Filmen durch markierten Filtern

Zur Belichtung der Filme wurden die Membranen mit der geblotteten Seite auf einen Kodak
Biomax MR-1-Rontgenfilm gelegt und in einer Metallkassette mit reflektierendem Hinter-
grund eingeschlossen. Je nach Starke der radioaktiven Strahlung, die zuvor mit einem Geiger-
zahler abgeschatzt wurde, wurden die Kassetten fur wenige Stunden bis zu einer Woche bei
Raumtemperatur oder bei —80°C im Gefrierschrank (da bei —80°C aufgrund der Wirkung der
Verstéarkerfolie, die Signalintensitit steigt) inkubiert. Die Entwicklung der belichteten Filme

erfolgte in einem Kodak M35 XOmat Prozessor.
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7.18 Versuchstiere

Alle Versuchtiere wurden entsprechend den geltenden Tierschutzvorschriften in der Ver-

suchstieranlage des Instituts fur Medizinische Strahlenkunde und Zellforschung gehalten.

Verwendet wurden folgende Mauslinien:

Mauslinie

NMRI

C57/B16

H253

eGFP

Bcel2

Hu B Globin

Bezogen von
Charles River,
Sulzfeld
Charles River,

Sulzfeld

Tierstall des
MSZ, eigene
Zucht

Tierstall des
MSZ, eigene
Zucht
Tierstall des
MSZ, eigene
Zucht

Tierstall des
MSZ, eigene
Zucht

Transgen

keines

keines

3-galactosidase
Gen, ubiquitar
exprimiert und
nukledar lokali-
siert

eGFP, ubiquitar

exprimiert

Hu bcl2, unter
der Kontrolle
des MHC Klasse
I Promotors

Gesamter hu B

Globin Lokus

Verwendung
Blastozystendonoren,
Ammenmiitter
Knochenmarksdonoren,
genetischer Hinter-
grund der transgenen

Mauslinien

Knochenmarksdonoren

Knochenmarksdonoren,
neurale Stammzelldo-
noren

Knochenmarksdonoren

neurale Stammzelldo-

noren

Literaturstelle

(Tam et al.
1994)

(Okabe et al.
1997)

(Domen et al.

1998)

(Strouboulis et

al. 1992)
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7.19 Injektion von SSZ in Blastozysten und Re-Implantation der Blastozysten in Am-

menmause

Zur Gewinnung der Blastozysten wurden von der Firma Charles River 5 Wochen alte NMRI
Weibchen erworben. Den Weibchen wurde im Abstand von 46 Stunden zuerst 10U PMS
(pregnant mare serum) und anschlieBend 10U HCG (humanes Choriogonadotropin) intrape-
ritoneal injiziert. In der auf die zweite Injektion folgenden Nacht wurden die so superovulier-
ten Weibchen mit Mannchen verpaart und am nichsten Vormittag auf Vorhandensein des
vaginalen Pfropf uberpriift. Die Weibchen, die einen Pfropf aufwiesen wurden am dritten
Folgetag durch zervikale Dislokation getotet und die Blastozysten durch spiilen des Eileiters
und des Uterus mit M2 isoliert und in einen M 16 Tropfen, unter Ol uberfuhrt. Die zu injizie-
renden Zellen wurden unter visueller Kontrolle an einem inversen Leicamikroskop in eine
Injektionsnadel (Biomedical Instruments) aufgenommen und in das Blastozoel injiziert. An-
schlieBend wurden die Blastozysten in ein Uterushorn scheinschwangere NMRI-
Ammenmause, welche 2 Tage zuvor mit vasektomierten Mannchen verpaart worden waren,

transferiert.

7.20 Praparation embryonaler Gewebe nach Injektion von SSZ in Blastozysten

Die Ammentiere wurden am 12,5 der Entwicklung der Embryonen durch zervikale Dislokati-
on getotet. Der Bauchraum wurde durch zwei Schnitte von der Leistengegend nach dorsocra-
nial gedffnet. Die Uterushorner, in denen sich die Embryonen befinden, wurden distal am
Uterus communis und cranial am Ovidukt durchtrennt. Unter dem Binokular wurden die
Embryonen einzeln ohne den Dottersack zu verletzen aus dem Uterus préapariert. Dabei wurde
besonders darauf geachtet, dass nach dem Abtrennen der Nabelschnur von der Plazenta mit
einer Pinzette die Nabelschnur abgeklemmt wird, damit kein Blut austritt. Jeder Embryo wur-
de in einem separaten mit eiskalten PBS gefullten Schialchen mehrmals geschwenkt um auf3en
anhaftenden Zellen zu entfernen. Danach wurden die Embryonen in indivduelle PBS-gefullte
3.5%m-Schalen uiberfuhrt. Durch Punktieren der Carotiden wurde das Ausbluten des Embryo
beschleunigt. Bei 12,5 Tage alten Embryonen lieBen sich Dottersack, fotale Leber, Kopf,
Hinterbein, der kopflose Rumpf-Korper und das embryonale Blut isolieren, das durch Aus-
blutung des Embryos in das umgebende PBS nach Abtrennung des Dottersackes und nach

Abtrennung des Kopfes und anschlieBende Zentrifugation fur 5Tin bei 200 erhalten wurde.
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8 Ausblick

Die gefundenen Ergebnisse demonstrieren das hohe Proliferations und Differenzierungspo-
tenzial SSZ, die nach Injektion in Blastozysten chimire Tiere bilden. Allerdings kann ausge-
schlossen werden, dass SSZ dasselbe Differenzierungspotenzial wie ES-Zellen haben.

Der Traum der Transplantationsmedizin, ndmlich aus der Kulturflasche in beliebiger Menge
die Zellen zu erhalten, die gebraucht werden, wird wahrscheinlich nicht mit einer SSZ zu er-
fullen sein, man wird differenziert vorgehen mussen. SSZ sind keine ES-Zellen und haben
zelluldre Identititen und gewebespezifischen Differenzierungspraferenzen, die sie fur man-
ches geeignet machen, fur anderes aber wahrscheinlich unbrauchbar. Daher miissen auf die
Experimente, die zum Ziel hatten SSZ in ihrem Entwicklungspotenzial zu charakterisieren
Versuche mit dem Ziel bestimmte Zelltypen aus einer SSZ zu machen folgen. Wege mussen
gesucht werden, das Wissen uber das prinzipielles Differenzierungspotenzial in Wissen uber
ein gerichtetes Differenzieren zu gewunschten Zelltypen umzumiunzen. Die Erforschung der
Biologie von ES-Zellen, parallel zu somatischen Stammzellen, kann dabei die Richtung vor-
geben, die gegangen werden muss um von einer somatischen Stammzelle zu einer anderen
gelangen.

Um diejenige Stammzelle zu finden, die das groBte Differenzierungspotenzial hat, wird man
Testmethoden brauchen, die es ermoglichen selbst kleine Zellpopulationen zu untersuchen,
denn Stammzellen sind nach allen bisher bekannten Ergebnisse selten (Uchida et al. 1996;
Weiss et al. 1996; Reyes et al. 2001). Die Blastozysteninjektion erlaubt das Untersuchen von
nur geringen Zellzahlen in einem experimentellen System, das funktionelle Daten liefern
kann. Daher wird man immer wieder darauf zuruckgreifen.

Von besonderem Wert schitze ich Berichte in denen gezeigt wurde, dass Knochenmarkzellen
in vivo auch unter steady state Bedingungen zur Regeneration heterologer Gewebe beitragen
(Poulsom et al. 2001; Brittan et al. 2002). Diese Berichte konnen nicht zeigen welche Zellen
fur diese Regeneration verantwortlich sind, wohl aber dass im Séuger ein Austausch zwischen
den Organen stattfindet. Dies kann aber ein weiterer gangbarer Weg sein. Die in vivo Stimu-
lation von SSZ zur Regeneration heterologer Organe um eine Heiluung ohne den Einsatz

fremder Stammzellen zu erreichen.
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