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Zusammenfassung

Erkrankungen des respiratorischen Systems zahlen zu den fiihrenden Todesursachen
weltweit. Das Lungenepithel ist in der gesunden Lunge in der Lage geschadigtes Epithel
Uber die eigene Zellregeneration, die Uber Vorlauferzellen und Stammzellen stattfinden,
eigenstandig zu reparieren. Ist die Eigenregenerierung des Lungenepithels insuffizient oder
gestort, fuhrt das zu einem erkrankten Gewebe, das oft mit dem Verlust von Zellgewebe
einhergeht. Solche Erkrankungen kénnen genetisch oder degenerativ bedingt sein. Im
schlimmsten Fall kann der Verlust von Zellgewebe zu einem Organversagen fihren. Ist
dieser eingetreten, kann nur Uber eine Transplantation eines Spenderorgans Leben gerettet
werden. Allerdings stellt der limitierende Faktor an Spenderorganen ein grof3es Problem dar.
Desweiteren bringen Transplantationen immunologisch nicht kompatibler allogener Organe
viele Komplikationen mit sich.

Mit Hilfe einer Zellersatztherapie besteht die Mdoglichkeit zugrundegegangenes und
geschadigtes Gewebe zu ersetzen. Die Fahigkeit zur Generierung von Vorlauferzellen oder
Zellen des respiratorischen Epithels in vitro erméglichen der regenerativen Medizin neue
therapeutische Behandlungsmethoden fiir Lungenerkrankungen, die beispielsweise mit einer
cystischen Fibrose (Mukoviszidose, CF) einhergehen.

Embryonale Stammzellen (ES-Zellen) bieten sich als mogliche Zellquelle fir die regenerative
Medizin und zur Untersuchung bestimmter Wirkstoffe an, da sie eine unbegrenzte Kapazitat
zur Selbsterneuerung und ein hohes Differenzierungspotenzial in allen drei Keimblattern
besitzen. Die Verwendung von humanen (h)ES-Zellen in der Forschung und Medizin wird
allerdings als ethisch kontrovers angesehen. Zudem ist die Herstellung autologer hES-Zellen
nicht moglich, so dass fur die klinische Anwendung &hnliche Probleme wie bei der
Transplantation allogener Organen auftreten. Mit der Generierung und dem Einsatz
patienteneigener induzierter pluripotenter Stammzellen (iPS-Zellen) kann das Problem der
immunologisch inkompatiblen Zellquellen umgangen werden. Zudem besteht die Moglichkeit
als Disease Modeling degenerative Erkrankungen zu untersuchen und zu verstehen. Wegen
ihres ahnlichen Selbsterneuerungs- und Differenzierungspotentials zu ES-Zellen bieten sich
iPS-Zellen als mogliche Alternative an.

Im Rahmen dieser Studie wurde die Bildung von definitiven Endoderm (DE) in
Differenzierungen muriner (m)ES-Zellen optimiert und auf miPS-Zellen tbertragen, die eine
Clara-Zell-spezifische tetrazyklinregulierende LacZ/GFP Repotergenexpression trugen. Fur
die Optimierung des DE wurde eine doppeltransgene mES-Zellinie verwendet, die unter dem
Brachyury-Promotor eGFP und unter dem Foxa2-Promotor eine verklrzte Version des
humanen Oberflachenmarkers CDh4 exprimierte. Uber Durchflusszytometrie,
Immunfluoreszenzfarbung und quantitativer Real Time (gRT)-PCR konnten die Endoderm
spezifischen Marker Foxa2 und Sox17 detektiert werden. Desweiteren wurden spezifische
Schlisselfaktoren  fur die Differenzierung von mES- und miPS-Zellen in
Atemwegsepithelzellen (insbesondere Clara-Zellen) identifiziert. TEM Untersuchungen der
miPS-Klone konnten einen Clara-Zell-spezifischen Phanotyp in miPS-abgeleiteten LacZ-
exprimierenden Zellen nachweisen.

murine ES-Zellen und iPS-Zellen; Differenzierung; Clara-Zellen



Abstract

Respiratory diseases are one of the leading causes of human death. Lung epithelium of the
healthy organ possesses an ability to repair damaged tissue through the own cell
regeneration due to progenitor and stem cells, independently. Insufficient or disrupted
regeneration of the lung lining leads to a diseased tissue that is often associated with a loss
of tissue or even leading to organ failure. A lung substitute is needed to overcome changes
incurred as a result of this failure, independent if congenital or acquired. However, the
insufficient number of available donor organs, represent a major problem. Furthermore,
transplantation of immunologically incompatible allogenic organs leads to lot of
complications.

With help of a cell replacement therapy, it could be possible to replace already damaged
tissues. Using the skills of regenerative medicine it is possible to generate progenitor cells or
even cells of the respiratory epithelium in vitro. This presents a new therapeutic option of
treating lung diseases as for example cystic fibrosis (CF).

Embryonic stem cells (ESCs) present a potential source of cells for regenerative medicine
and for analyzing of several argents. They have an unlimited capacity for self-renewal but
also a high potential for differentiation into cells of all three germ layers. However, the use of
human (h)ESCs in research and medicine is considered as ethically controversial. Moreover,
the production of autologous ESCs is impossible leading to the same problem of their clinical
appliance as using an allogenic transplant. With the generation and use of patient's own
induced pluripotent stem cells (iPSCs), problems associated with utilization of
immunologically incompatible cell sources can be avoided. Furthermore, iPSCs have opened
new avenues for understanding and treating degenerative diseases as disease modeling.
Because of their similar self-renewal and differentiation potential to ESCs, iPSCs offer a new
therapeutic option.

In this study generation of definitive endoderm (DE) differentiation in murine (m) ESCs has
been optimized and transferred for miPSCs, which carried a Clara cell-specific tetracyclin
depended LacZ / GFP reporter expression. For the optimization of the DE differentiation a
double transgenic mES cell line was used. This cell line expresses under the Brachyury
promoter eGFP and under the Foxa2 promoter an truncated version of the human CD4
surface marker . Using flow cytometry, immunofluorescence staining and quantitative real
time (QRT)-PCR, endoderm specific markers Foxa2 and Sox17 were detected. Furthermore,
specific key factors for the differentiation of mESCs and miPSCs into airway epithelial cells
(especially Clara cells) were identified. TEM investigations of the miPSC clones could prove
a Clara cell-specific phenotype in miPS-derived LacZ-expressing cells.

murine ES cells and iPS cells; differentiation; Clara cells
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Das Atmungssystem des Menschen

Das Atmungssystem des Menschen lasst sich zum Einen in die luftleitende Atemwege
unterteilen, die aus Nase, Rachen, Kehlkopf, Trachea (Luftréhre), Bronchien, Bronchiolen
und terminalen Bronchiolen bestehen und zum Anderen in einen gasaustauschenden
Bereich, der aus den respiratorischen Bronchiolen, Alveolargéngen, Alveolarsackchen und
Alveolen besteht. Auf dem Weg Uber die luftleitenden Atemwege in die rechte und linke
Lunge wird die atmospharische Luft erwarmt, befeuchtet und filtriert. Der Gasaustausch
zwischen Atemluft und Blut erfolgt schlielich in den Alveolen. Der Bronchialbaum wird aus
25 Teilungsgenerationen wahrend der Embryonalentwicklung gebildet, die proximal mit den
beiden Hauptbronchien beginnen und distal mit der Bildung der Alveolargdnge enden [1].
Die knorpelige zylindrische Trachea verzweigt sich auf der Ebene des funften Brustwirbels
in den linken und rechten knorpeligen Hauptbronchus. Die beiden Hauptbronchien
unterteilen sich weiter in Lappenbronchien [2]. Eine weitere Verzweigung der
Lappenbronchien fihrt zur Bildung der Segmentbronchien, die in die Bronchiolen
Ubergehen. Die Bronchiolen wiederum verzweigen sich in die terminalen Bronchiolen und
enden mit den respiratorischen Bronchiolen [3].

Das respiratorische Epithel der Trachea und der beiden Hauptbronchien besteht
hauptsachlich aus Flimmer-, Becher- und Basalzellen sowie aus einzelnen
Burstensaumzellen und serése und endokrine Zellen [4]. Zum Einen haben die Basalzellen
die Aufgabe zilientragende Flimmerzellen im Epithel zu befestigen [4], zum Anderen dienen
sie als Stammzellen des Atemwegsepithel [5]. Die vereinzelt vorzufindenden endokrinen
Zellen innerhalb des Epithels sind vor allem an Verzweigungen von Bronchien und
Bronchiolen anzutreffen [4].

Das Epithel der distalen Bronchiolen weist nur anfangs ein zweireihiges Epithel auf, das in
ein einschichtiges prismatisches Epithel Ubergeht. In diesem Epithel sind hauptséchlich
zilientragende Flimmerzellen anzutreffen. Neben Flimmerzellen sind in den terminalen
Bronchiolen auch Clara-Zellen enthalten. Vereinzelt kommen auch endokrine und serdse
Zellen, sowie Becherzellen vor. Diese fehlen distal jedoch vollig [4].

Die prismatischen Clara-Zellen besitzen einen weit ins Lumen vorgewdlbten zilienfreien

Zellapex, der beim Menschen mit Sekretionsgranula gefullt ist und einen basal liegenden
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Zellkern hat. Die Ultrastruktur und die Funktion der Clara-Zellen sind innerhalb der Spezies
sehr heterogen. Beim Menschen sezernieren sie Proteine, wie das Clara cell secretory
protein (CCSP), die fur die Abwehr wichtig sind und eine antiinflammatorische Wirkung
aufweisen [4, 6]. Es wurde gezeigt, dass Clara-Zellen auch als Vorlauferzellen fur die
Regenerierung des Bronchialepithels agieren. Sie besitzen die Fahigkeit der
Selbsterneuerung und kénnen zugrundegegangene zilientragende Zellen ersetzen [7, 8].
Sie sind hauptsachlich im Bronchialepithel der Saugetiere zu finden, in einigen Spezies, wie
beispielsweise der Maus, allerdings auch in den oberen Atemwegen [9].

Respiratorische Bronchiolen stellen eine Ubergansregion zwischen Atemwegen und dem
Alveolarraum dar. Deren Epithel ist prismatisch und weiter distal kubisch bestehend aus
Clara-Zellen und einer nach distal abnehmender Zahl an zilientragenden Zellen. Die
respiratorischen Bronchiolen besitzen seitliche Aussackungen, Alveolen, die dem
Gastaustausch dienen [4].

Die respiratorischen Bronchiolen gehen in die Alveolargange Uber, die distal in die
Alveolarsdckchen enden, die zahlreiche Alveolen aufweisen, welche die funktionelle
Oberflache fur den Gasaustausch des Blutes darstellen. Da die Alveolen kein
Flimmerepithel besitzen, erfolgt die Aufnahme und der Abtransport von Fremdpartikeln wie
beispielweise Staub Uber Phagozyten. Das Alveolarepithel besteht aus einem Monolayer
von Alveolarepithelzellen Typ | (ATI-Zellen) und Typ Il (ATII-Zellen). Die ATI-Zellen sind
abgeflachte, nichtteilungsfahige Zellen. Sie sind Teil der Blut-Luft-Schranke tber die der
Gasaustausch mittels Diffusion erfolgt und machen etwa 95 % des Alveolarepithels aus.
Die ATII-Zellen hingegen sind kompakte abgerundete Zellen, die nur einen kleinen Anteil
der Alveolen ausmachen und Mikrovilli an der Zelloberflache aufweisen. Sie produzieren
und sezernieren Surfactant (welches aus Phospolipiden und den Surfactantproteinen (SP-)
A,B,C und D besteht), welches die Oberflachenspannung an der Blut-Luft-Schranke
herabsetzt und die Alveolen wahrend der Atmung stabilisiert. AuBerdem spielen ATII-Zellen
eine wichtige Rolle in der Immunabwehr [10]. Zudem besitzen ATII-Zellen eine
Vorlauferfunktion fur ATI-Zellen und kdnnen das Alveolarepithel regenerieren [11, 12].
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1.2. Entwicklung des Atmungssystems

1.2.1. Die Entwicklung des definitiven Endoderms und dessen Spezifizierung zum

primitiven Vorderdarm und der Lunge

Wahrend der Gastrulation, bei der sich die Blastozyste in die sogenannte Gastrula
verwandelt, entstehen aus dem Epiblast die drei Keimblatter Ektoderm, Endoderm und
Mesoderm.

Wahrend der frihen Embryonalentwicklung besteht die vertebrate Blastozyste aus zwei
verschiedenen Zellpopulationen — aus dem &uf3eren Throphoblast und dem inneren
Embryobablst. Aus dem Embryoblast geht die zweischichtige Keimscheibe hervor, die aus
den Zellschichten Epiblast und Hypoblast besteht. Aus dem Hypoblast, der friher auch als
embryonales oder primitives Ektoderm bezeichnet wurde, werden die extraembryonalen
Fortséatze gebildet. Aus dem Epiblast entsteht der eigentliche Embryo [13].

Die Gastrulation der Blastozyste wird tGber die Bildung des Primitivstreifens (PS) initialisiert.
Der PS ist eine Region, die an der kaudalen Mittellinie der Keimscheibe entsteht [14].
Ungefahr gleichzeitig mit der ersten Zellverdickung l6st sich in einem schmalen Bereich
unter dem PS die Basalmembran des Epiblastenepithels auf. Die Migration der
Epiblastzellen durch den PS aus der aul3eren Schicht des Embryos in das Innere fuhrt zur
Bildung von Mesoderm und Endoderm [15, 16]. Die in der Epiblastschicht zurtickbleibenden
Zellen reprasentieren das Ektoderm [13]. Der Prozess der Gastrulation endet mit einer
Keimscheibe, welche aus den drei Keimblatter besteht.

Das definitive Endoderm befindet sich anfanglich entlang der anterior-posterioren
Korperachse. Die Regionalisierung ist von dem Zeitpunkt abhangig, an dem Epiblastzellen
aus dem PS austreten. Die ersten auswandernden Zellen steuern zur Bildung des medialen
und lateralen anterioren definitiven Endoderms bei, wobei die spaten Zellen das posteriore
definitive Endoderm hervorbringen [17, 18]. Dartber hinaus gibt es Hinweise dafiur, dass
das Mesoderm und das definitive Endoderm aus einer gemeinsamen Population aus
Vorlauferzellen entstehen. Beispielsweise haben Studien von C. elegans und Xenopus
gezeigt, dass bipotente mesendodermale Vorlauferzellen Mesoderm und Endoderm
hervorbringen [19].

Um wichtige Signalwege fur die Bildung und die Kontrolle des definitiven Endoderms und
des primitiven Vorderdarms wahrend der Embryonalentwicklung zu untersuchen, wurden

Studien an Xenopous laevis, Zebrafisch und Maus unternommen [18, 20]. Knockoutstudien
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beschreiben mehrere Faktoren, die in die Endodermentwicklung involviert sind,
insbesondere Mitglieder der TGF (transforming growth factor-p) Familie, des kanonischen
Wnt (abgeleitet von Int und Wg (wingless) aus Drosophila melanogaster) Signalweges, der
Sox (Sry-related HMG box factor), Fox (forkhead box) und Gata (GATA-binding protein)
Transkriptionsfaktorfamilien. Weitere Faktoren, die einen Einfluss auf die Endodermbildung
ausuben, sind Mitglieder der BMP (bone morphogenetic protein) Familie.

Mausembryonen, die kein Nodal (ein Mitglied der TGFB-Familie) exprimieren bilden auch
keinen PS aus [21]. Weitere Studien konnten zeigen, dass der Wnt Signalweg wahrend der
Gastrulation eine wichtige Rolle fir die Mesoderm- und definitive Endodermbildung spielt
[22-24]. Sox17 orthologe Gene in Xenopus [25] und Zebrafisch [26] werden speziell
wahrend der Gastrulation im Endoderm exprimiert und spielen eine Schlisselrolle in der
Endodermbildung. Eine Abwesenheit von Sox17 in Knockoutmausen resultiert in einem
fehlgebildeten definitiven Darmendoderm. Eine erhéhte Apoptose fiihrte in der Studie von
Kaina-Azuma et al. zu einer Reduktion der endodermalen Zellen im primitiven Vorderdarm
[27].

Zwischen Tag 7,5 und 8,5 des Mausembryos unterliegt die endodermale Schicht einer
komplexen morphogenetischen Entwicklung. Die Entwicklung des primitiven Darms in der
Maus beginnt mit der anterior-posterioren (AP) Spezifizierung endodermaler Zellen und der
Expression AP spezifischer Marker. Uber eine Invagination der anfangs zweidimensionalen
Keimscheibe endodermaler Zellen wird ein primitives Darmrohr gebildet. Beeinflusst wird
der Prozess durch Signale benachbarter Gewebestrukturen, wie beispielsweise das
Mesoderm, welche zu einer regionalen Spezifizierung des Endoderms fuhren. Signalwege,
die essentiell fur die Morphogenese des Darmrohrs sind, sind Transkriptionsfaktoren der
Signalwege von Gata und Fox [28]. Foxal und 2 (auch bekannt als Hnf3a und B) werden
aulBer im Vorderdarmendoderm, auch in der adulten Lunge exprimiert [29, 30]. Eine
Nullmutation des Foxa2 Gens resultiert in Embryonalletalitat. Zwar sind Zellen des
definitiven Endoderms in Foxa2-Knockoutmausen vorhanden, aber die Ausbildung eines
Darmrohrs bleibt aus [31, 32]. Gatad4-Knockoutméause sterben wahrend der
Embryonalentwicklung zwischen Tag 8,5 und 10,5 und zeigen eine gestdrte ventrale
Morphogenese einschlie3lich einer abnormalen Vorderdarmbildung [33].

Eine Unterteilung des primitiven Darmrohrs in Vorder-, Mittel-, und Enddarm ist Uber die
lokale Expression von Transkriptionfaktoren entlang der AP Achse charakterisiert. Ein

typisches Expressionsmuster von Transkriptionsfaktoren fir das Vorderdarmendoderm sind
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Hex (hematopoetically expressed homeobox transcription factor) [34], Foxa2 (forkheadbox
A2 transcription factor) und Sox2 (Sry-box 2 transcription factor). Pdx1 (pancreas-duodenal
associated homeobox 1 transcription factor) [35] ist charakteristisch fir das
Mitteldarmendoderm und Cdx (caudal homeobox transcription factor) [36] fur das
Enddarmendoderm.

Das ventrale Vorderdarmendoderm bringt das Epithel der unteren Luftwege (Larynx,
Trachea, Bronchien, Bronchiolen und Alveolen) sowie von Schilddrise, Leber, Thymus und
Pankreas hervor [13]. An Tag 9,0 der Embryonalentwicklung der Maus wird als frihster
Marker Nkx2.1 (NK2 homeobox 1, oder auch thyroid transcription factor 1 [TTF1]) im
ventralen anterioren Vorderdarmendoderm exprimiert [37]. Diese Nkx2.1 exprimierenden
Zellen sind Vorlaufer fur das respiratorische Epithel und wachsen an Tag 9,5 der
Embryonalentwicklung als Lungenknospen aus dem Vorderdarmendoderm aus [37]. Aber
nicht nur Signale innerhalb des Endoderms sind wichtig fiir die Entwicklung, sondern auch
umliegendes Gewebe spielt eine grol3e Rolle fir die Organspezialisierung des primitiven
Darmrohrs. Das anteriore Endoderm unterliegt Signalwegen des Mesoderms, welches
beispielsweise FGF (fibroblast growth factor) Signalwege freisetzt [38]. FGF Signalwege
kontrollieren wahrend der Endodermentwicklung die Anlegung der Korperachse [38-40].
Studien an niederen Wirbeltieren haben gezeigt, dass FGF2 (welches vom kardialen
Mesoderm abgesondert wird) das Schicksal des ventralen Vorderdarmendoderms in Leber
und Lunge kontrolliert [41, 42], wohingegen FGF4 die AP sowie die links-rechts
Strukturierung beeinflusst [38, 43, 44]. Versuche an Mausen haben gezeigt, dass hohe
Konzentrazionen von FGF4 eher zu einem posterioren Zellschicksal des primitiven
Darmrohrs fuhren, wohingegen niedrige Konzentrationen in einer anterioren Genexpression
resultieren [38]. Ameri et al. konnte 2010 zeigen, dass auch bei humanen embryonalen
Stammzellen FGF2 die Vorder- / Mitteldarm Organ-Spezifizierung (wie z.B. Leber und
Lunge) des definitives Endoderms bestimmt [45]. Dabei ist das Schicksal von der
Konzentration des FGF2 abhangig. Eine hohe Konzentration bestimmt eine
Lungenspezialisierung [41, 45].

Ein genauer Zeitpunkt einer Lungenspezialisierung des Vorderdarmendoderms ist zur Zeit
noch unklar [39]. Allerdings ist bekannt, dass eine lokale Expression des Nkx2.1 im
ventralen anterioren Vorderdarmendoderm der friheste beobachtete Schritt zur
Lungenspezifizierung darstellt, noch bevor eine Laryngotrachealrinne gebildet wird [39, 46].
Die Nkx2.1 Genexpression bleibt wahrend der gesamten embryonalen Lungenentwicklung

und im adulten Zustand beim Menschen angeschaltet [47]. Wahrend einer frihen
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Entwicklungsphase ist Nkx2.1 zunachst in allen pulmonalen Epithelzellen exprimiert [41]

und wird spater hauptsachlich in ATII-Zellen und Clara-Zellen exprimiert [48].

1.2.2. Entwicklung der menschlichen Lunge

Die Entwicklung der humanen Lunge wird in funf Phasen eingeteilt, die im Folgenden
beschrieben werden. Je nach Literaturquelle und Autoren kdnnen die einzelnen Stadien der
humanen Lungenentwicklung in ihrer zeitlichen und inhaltlichen Klassifizierung allerdings
variieren.

Das erste sichtbare Zeichen der Lungenentwicklung wird in der ersten Phase (embryonale
Phase) beobachtet, die ab der Empfangnis bis zur sechsten Schwangerschaftswoche
stattfindet. Um die vierte Woche der Schwangerschaft wird in dieser Phase im ventralen
anterioren Vorderdarmendoderm die Laryngotrachealrinne gebildet, die spater die Grenze
des zukunftigen Atmungs- und Verdauungstraktes bildet. Durch Auswachsung von
Lungenepithelvorlauferzellen aus dem Vorderdarmendoderm werden zwei Lungenknospen
gebildet, die lateral in das umliegende Mesenchym einwachsen und zunachst die zwei
Hauptbronchien erzeugen. Das umliegende Mesenchym ist fur die Bildung von
Knorpelplatten, Bindegewebe, Kapillaren sowie glatter Muskulatur der Lunge verantwortlich
[13]. Etwa zur selben Zeit trennt sich das Vorderdarmendoderm der Trachea von dem
dorsalen 0Osophagalen Endoderm [49]. Fortschreitende Verzweigungen der zwei
Lungenknospen wahrend der embryonalen Phase filhren zu Bildung lobarer Knospen [13].
Die zweite pseudoglandulare Phase findet in der sechten bis 16. Woche der
Embryonalentwicklung statt. In dieser Phase bildet sich der luftleitende Bronchialbaum der
Lunge bis einschlief3lich der terminalen Bronchiolen aus und &hnelt einer tubuloalveolaren
Drise [50]. Fur den Gasaustausch notwendige Strukturen sind noch nicht ausgebildet.

In der dritten Phase, der kanalikularen Phase, (16. bis 28 Woche der Embronalentwicklung)
entwickeln sich die zum gasaustauschenden System gehdrenden respiratorischen
Bronchiolen und Alveolargange mit primitiven Aleolen. Das Mesenchym zwischen den
Verzweigungen wird in dieser Phase strak vaskularisiert.

Ab der 28. Woche bis zur Geburt findet die sakkuldare Phase statt. Immer mehr
Alveolarsdckchen werden gebildet, dessen Wande anfangs aus kubischem Epithel
bestehen und sich schnell in ein Plattenepithel aus ATI-Zellen verdiinnt. Das Kapillarnetz
im Mesenchym proliferiert in dieser Phase sehr schnell, wolbt sich in die Alveolarsackchen

vor und bhildet zusammen mit den ATI-Zellen die Blut-Luft-Schranke aus. Vereinzelt
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zwischen den Plattenepithelzellen sind die rundlichen sekretorischen ATII-Zellen
anzutreffen [13] .

Die funfte Phase ist die langste Phase. Von der 32. Woche bis zum achten Lebensjahr
nimmt in dieser alveoldren Phase die Zahl an Alveolen stetig zu. Jede respiratorische
Bronchiole tragt an ihrem Ende ein Bluschel dinnwandiger Alveolargange und -sackchen.
Die zunachst unreifen Alveolen wachsen weiter heran und bilden die alveolokapillare
Membran (Blut-Luft-Schranke), reifen aber erst mit dem Eindringen der Luft in die Lunge.
Nach der Geburt vergroRern sich die Alveolen weiter, Bronchioli respiratorii und Alveolen
vermehren sich weiter. Bis zum achten Lebensjahr etwa entstehen standig neue unreife
Alveolen. Anders als die reifen Alveoli konnen die unreifen Alveolen zusatzlich neue
Alveolen bilden, indem sekundare Bindegewebssepten die unreifen Alveolen unterteilen,
bis etwa 300 Millionen Alveolen die menschliche Lunge auskleiden [13].
Molekularbiologische Untersuchungen haben gezeigt, dass die Lungenentwicklung von

einer Kaskade von Signalwegen kontrolliert und reguliert wird.

1.2.2.1. Wichtige Schlusselfaktoren far die Lungenentwicklung/

Lungenregeneration

1.2.2.1.1. Keratinozytenwachstumsfaktor

Es sind 23 Mitglieder der Saugetier-FGF-Familie bekannt, die in verschiedene Prozesse
wahrend der Embryogenese, insbesondere Gastrulation, und der Organogenese involviert
sind [51].

Studien in der Maus haben gezeigt, dass mesenchymal-epitheliale Signale fir die
Lungenknospung und die weitere Verzweigung des Bronchialbaums essentiell sind.
Beispielweise zeigt KGF (Keratinozytenwachstumsfaktor oder FGF7) in Bezug auf die
Ausknospung des Lungenepithels keine induzierende Wirkung, weist allerdings einen Effekt
bezlglich der Proliferation der fetalen Epithelzellen auf [52]. KGF wird in Mesenchymzellen
der Lunge exprimiert und interagiert mit seinem hoch-affinen, auf den Epithelzellen der
Lunge lokalisierten Rezeptor FGFR2-IlIb (KGFR) wahrend der Organogenese [53-58]. Eine
Storung des KGF/KGFR Signales inhibiert die Lungenverzweigung in fetalen Maus- und
Rattenlungen [55, 57]. Es gibt Anzeichen dafur, dass in Kulturen von fetalen
Lungenepithelzellen exogenes KGF die Differenzierung von ATII-Zellen induziert. In

Abwesenheit von Mesenchym und Serum kann KGF ein erhdhtes Expressionslevel von
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SP-A und SP-B hervorrufen sowie die Bildung von Lamellarkdrperchen (ATII-Zellen-
typischen Organellen) férdern und hat somit einen mitogenen und auch reifungsférdernden
Effekt auf isolierte fetale ATII-Zellen [52, 59, 60]. In der adulten Lunge regt eine KGF-
Installation die ATII-Zellproliferation an und verhindert somit eine Lungenschadigung, die
z.B. Uber Bleomycin [61] induziert wurde. Aber auch Schadigungen, die Uber Einwirkungen
von Sauren [62], a-Naphthylthiourea [63] Hyperoxie [64] oder ein hydrostatisches
pulmonales Odem [65] entstehen, wirkt KGF gegen.

Uber mdgliche Effekte von KGF auf das Epithel der Iuftleitenden Atemwege ist nur wenig
begannt. Einige Studien konnten einen mitogenen und schitzenden Effekt von KGF auf
Clara-Zellen demonstrieren [66, 67]. Allerdings haben auch einige Publikationen die
gegenteilige Wirkung von KGF auf die CCSP (Clara cell secretory protein, auch CC10)
Expression postuliert. Yano et al. konnten zeigen, dass durch eine KGF Behandlung von

adulten Rattenlungen die CCSP Proteinexpression abnahm [68].

1.2.2.1.2. Glukokortikoide

Studien mit Glukokortikoiden (gehéren zu den Kortikosteroiden, eine Klasse der
Steroidhormone) haben zeigen kénnen, dass diese in vitro und in vivo physiologische,
morphologische, biochemische und molekulare Prozesse zur Reifung der Lunge
beschleunigen [69, 70]. Liggins zeigte als erster 1969 in Studien an Schafen, dass
Dexamethason eine reifungsférdernde Wirkung auf fetale Lungen ausibt [71]. Heutzutage
werden bei einer drohenden Fruhgeburt Glukokortikoide routinemaRig in der
Schwangerschaft verabreicht, um eine Lungenreifung zu induzieren und somit die
Wahrscheinlichkeit eines Atemnotsyndroms (RDS, respiratory distress syndrom) bei
Frihchen zu verringern [72]. Eine der Hauptursachen des Atemnotsyndroms ist der Mangel
an oberflachenaktivem Surfactant, welcher zu einem Kollabieren der Alveolen fihrt [4, 13].
Die Gabe von Glukokortikoiden vor der Geburt férdert die Lungenreifung, indem diese auf
die Lungenstruktur, kapillare/alveolare Permeabilitét und das Surfactantsystem Einfluss
nehmen [73, 74]. Es st bekannt, dass Glukokortikoide eine mitogene und
reifungsférderende Wirkung auf primare ATII-Zellen besitzen und dass dieser Effekt durch
cAMP-erhohende Substanzen (siehe 1.2.3.1.3) noch gesteigert werden kann [75, 76].
Glukokortikoide stimulieren die Produktion der Surfactantproteine und -lipide durch eine
gesteigerte Genexpression sowie durch Beeinflussung von Enzymen, die die Pro-proteine

von SP-B und SP-C zur reifen Form katalysieren [77, 78]. Studien haben gezeigt, dass
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Knockoutméusen, die keine Glukokortikoidrezeptoren ausbilden, kurz nach der Geburt
wegen respiratorischer Insuffizienz sterben, da die Lungen dieser Mause stark
unterentwickelt sind [79].

Neben der bereits beschriebenen Wirkung auf ATII-Zellen wurden auch Effekte auf Clara-
Zellen beschrieben. Studien zeigten, dass Glukokortikoide die CCSP Expression regulieren
und die Proliferation sowie Reifung der Clara-Zellen férdern [80-82]. Beispielsweise werden
die Transkriptionsfaktoren HoxB5 (homeobox B5) und C/EBP (CCAAT/enhancer binding
protein) B und & wahrend der Lungenentwicklung bei Anwesenheit von Glukokortikoiden

positiv beeinflusst [80, 83]. C/EBP reguliert wiederum die Expression von CCSP [80].

1.2.2.1.3. cAMP-erh6hende Substanzen

Der Effekt eines erhohten cAMP (zyklisches Adenosinmonophosphat)-Levels in Bezug auf
die Surfactantsynthese konnte schon 1987 entdeckt werden [84, 85]. Unterdessen bekannt,
dass cAMP-Derivate sowie Komponenten, die das intrazellulare cAMP-Level erhdhen
(beispielsweise das Isobutylmethylxanthin, welches ein Phosphodiesterase-Inhibitor ist), die
Reifung von primaren ATII-Zellen vorantreiben [76]. Studien haben zudem gezeigt, dass
eine Kombination aus Glukokortikoiden, cCAMP und Isobutylmethylxantin die Reifung und
die Erhaltung von primaren fetalen und adulten ATII-Zellen unterstutzt [75, 86]. Fetale ATII-
Zellkulturen, die in Abwesenheit von Serum kultiviert wurden und 4 Tage mit
Dexamethason und cAMP behandelt wurden, zeigten eine Bildung von Lamellarkérperchen
und sezerniertes Surfactant. Die Behandlung mit Dexamethason und cAMP induzierte eine
Reihe von Genen, unter anderem auch Gene die fur eine Surfactantsynthese wichtig sind
[76].

Ein Effekt des cAMPs bezuglich Clara-Zellen ist weitgehend unbekannt. Massaro et al.
konnten an isolierten Rattenlungen zeigen, dass cAMP die Sezernierung von CCSP
stimuliert [87].

Zwar ist der zugrunde liegende transkriptionale Mechanismus weitgehend unbekannt, aber
Gonzales et al. konnten 2002 eine Induktion des Nkx2.1 durch die Behandlung von fetalen
ATII-Zellkulturen mit Dexamethason und cAMP feststellen [76]. Zudem konnten weitere
Studien einen stimulierenden Effekt von cAMP beziglich der Nkx2.1 DNA-Bindungsaktivitat
beschreiben [88]. Nkx2.1 ist dafir bekannt, dass es in die Genregulierung der Lunge

involviert ist (siehe 1.2.1). In der Lunge ist es fur die Expression von SP-A [88, 89], SP-B
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[90], SP-C [91], CCSP [92, 93] und Abca3 (ATP-binding-cassette transporter A3) [94]

verantwortlich.

1.3. Erkrankungen des Atmungssystems

Erkrankungen des Atmungssystems zahlen zu den fihrenden Todesursachen weltweit [95].
In der gesunden Lunge ist das Epithel in der Lage geschadigtes Gewebe Uber
Vorlauferzellen und Stammzellen zu regenerieren. Eine insuffiziente oder gestorte
Eigenregenerierung des Lungenepithels fuhrt schliellich zum erkrankten Gewebe. Solche
Erkrankungen kénnen erworben oder genetisch bedingt sein. Im Folgenden sollen
Erkrankungen erwéhnt werden, fir die eine regenerative Therapie mit Stammzellen in
Frage kommen konnte.

Ein Beispiel fur eine Uberwiegend erworbene respiratorische Erkrankung, die unter
anderem das Atemwegsepithel betrifft, ist die chronisch obstruktive Lungenerkrankung
(COPD). COPD wird als Sammelbegriff einer Gruppe von pulmonalen Erkrankungen, wie
chronisch obstruktive Bronchitis, verwendet, bei denen das Hauptsymptom Atemnot,
anhaltender Husten, Auswurf von Sputum (AHA-Symptome) und in der friihen Phase die
Ausbildung eines Lungenemphysems ist [96, 97]. Bei einer chronischen Bronchitis handelt
es sich um eine dauerhafte Entziindung der Schleimhaut der Bronchien. Dabei verlieren die
Kinozilien des Flimmerepithels ihre Beweglichkeit und die Schleimdrisen produzieren
vermehrt Sekret [98]. Schatzungen gehen davon aus, dass etwa 600 Millionen Menschen
weltweit an COPD erkrankt sind. Eine Studie von 2007 ergab, dass ein Viertel der
untersuchten Personen tber 40 Jahren an COPD leidet [96]. Zu den Ursachen der COPD
zdhlen das Rauchen, Umweltverschmutzungen, berufliche Belastungen, Infektionen,
Vererbungen [99], oder eine nitritreiche Ernahrung [100].

Bei der Cystischen Fibrose (CF, auch bekannt als Mukoviszidose) handelt es sich um eine
autosomal-rezessiv vererbte Stoffwechselerkrankung. Betroffen sind verschiedene
Organsysteme wie Lunge, Leber, Bauchspeicheldrise und Darm. Ursache sind
verschiedene Mutationen am langen Arm des Chromosoms 7 [101]. Das betroffene Gen
codiert fur das CFTR Protein (Cystic Fibrosis Transmembran Conductance Regulator),
welches als cAMP (cyclic adenosine monophosphate) / PKA (protein kinase A) ahangiger
Chloridkanal fungiert und in der Lunge vor allem in zilientragenden Zellen des
Atemwegsepithels exprimiert wird [98]. Durch das mutierte Gen ist das Protein so stark

verandert, dass keine korrekte Faltung erfolgt, wodurch die Funktion reduziert ist oder
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vollstdndig ausbleibt. Dabei ist die haufigste Mutation das Fehlen der Aminoséaure
Phenylalanin und wird als AF508 Mutation bezeichnet. Diese Mutation umfasst eine
Deletion von 3 Nukleotiden im Gen (A=Deletion, F=Phenylalanin, 508=Position) [101].

Der ATP (Adenosintriphosphat)-assoziierte und in der apikalen Zellmembran von
Epithelzellen lokalisiete Chloridkanal reguliert den Transport von Natrium- und Chloridionen
in verschiedenen Organen wie beispielsweise Lunge und Leber [102]. Bei einer Mutation
wird der Transport von Chloridionen aus den Zellen eingeschrankt oder kommt véllig zum
erliegen. Dadurch entsteht ein Konzentrationsunterschied von lonen. Aufgrund des daraus
resultierenden Anstiegs des osmotischen Drucks in den Zellen wird dem Sekret Wasser
entzogen, so dass dieses zahflissig wird und nur schlecht vom Flimmerepithel
abtransportiert werden kann. In der Lunge kommt es durch den zahflissigen Schleim in
den Bronchien zum chronischen Husten, Bronchiektasien (Aussackung der Bronchien) und
schweren Lungenentzindungen. Die andauernden Lungeninfekte koénnen eine
zunehmende  Lungeninsuffizienz  auslésen, welche sich  durch  chronischen
Sauerstoffmangel und Atemnot bemerkbar macht [103].

Die derzeitigen therapeutischen Behandlungen von respiratorischen Erkrankungen sind
meist unzureichend. In schweren Fallen ist der einzige Ausweg eine Lungentransplantation
(s. auch Abschnitt 1.4.).

1.4. Dieregenerative Medizin

Im Laufe der Jahre hat die regenerative Medizin ein weltweites Interesse ausgeldst. Das
Ziel der regenerativen Medizin ist es, die Funktion von erkrankten Organen, Gewebe oder
Zellen des Korpers wiederherzustellen oder zu ersetzen, ob Uber eine
Immunmodulationstherapie (z.B. die Induktion der Regeneration durch die Gabe von
biologisch aktiven Molekilen) [104], Zellersatztherapie [105] oder die Transplantation von in
vitro hergestelltem Gewebe (Tissue engineering) [106]. Schon in den 1960er Jahren flhrte
E.D. Thomes Knochenmarktransplantationen durch, um Patienten mit hematopoetischen
Erkrankungen wie Leuk&mie zu behandeln. E.D. Thomas erhielt daftir 1990 den Nobelpreis
fur Medizin [107]. In den letzten Jahren ist es der Forschung gelungen, durch die
Untersuchungen an embryonalen und adulten Stammzellen, eine fir die regenerative
Medizin brauchbare Zellquelle ausfindig zu machen [108].

Der Gewinnung und Verwendung von gewebespezifischen, bereits spezialisierten Zellen

aus dem Patienten sind aber auch Grenzen gesetzt. Zum einen wegen der begrenzten
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Isolierbarkeit, zum anderen aber auch wegen der geringen Expandierbarkeit von primaren
Zellen. Stammzellen kénnen hierbei als mogliche Alternative fir die Zellersatztherapie

genannt werden, die im folgenden Abschnitt ndher erlautert werden (siehe 1.5).

1.5. Stammzellen: eine mdgliche Zellquelle fir die regenerative Medizin

Als mogliche Zellquelle fur die regenerative Medizin bieten sich Stammzellen an, da sie
eine fast unbegrenzte Kapazitdt zur Selbsterneuerung aufweisen. Basierend auf ihrem
Differenzierungspotential werden totipotente Stammzellen, pluripotente Stammzellen,
multipotente Stammzellen und unipotente Stammzellen unterschieden [109].

Bevor allerdings eine stammzellbasierte Therapie in der Klinik angewandt werden kann,
mussen grundsatzliche Aspekte geklart und erforscht werden. Stammzellen missen in ihrer
unbegrenzten Kapazitat zur Selbsterneuerung und in ihrem Differenzierungspotenzial
genauesten untersucht und kontrollierbar sein. Ein besonderes Augenmerk gilt dabei dem
Zusammenspiel zwischen Stammzellen und dem umgebenden Komponentenmilieu (z.B.
Zusammensetzung aus Wachstumsfaktoren, Zell-Zell-Kontakt etc.) sowie den &uf3eren

Faktoren wie Temperatur oder Atmosphéare [110].

1.5.1. Adulte Stammzellen

Die gebrauchliche Bezeichnung ,adulte Stammzellen® kann unter anderem
missverstandlich sein, da adulte Stammzellen strenggenommen nicht nur im adulten
Organismus vorkommen, sondern auch in neonatelem Gewebe zu finden sind. Eine
bessere Bezeichnung ware etwa ,somatische Stammzellen®. Adulte Stammzellen kénnen
nicht alle Zelltypen des Individuums hervorbringen und werden somit als multipotent
bezeichnet. Unipotent werden sie bezeichnet, wenn sie nur einen bestimmten Zelltyp
hervorbringen konnen. lhre Aufgabe ist es, geschadigtes Gewebe kontinuierlich zu
regenerieren [111]. Je nach ihrer Lokalisation werden sie beispielsweise als
hamatopoetische, neurale, gastrointestinale, epidermale, hepatische oder mesenchymale
Stammzellen definiert [112]. Da sie in den meisten Geweben und Organen eines jeden
Individuums vorkommen, ist die Verwendung von adulten Stammzellen als autologe
Zellquelle fur eine Zellersatztherapie ohne ethische Bedenken moglich. Eine heutzutage
bereits standardmallig durchgefiihrte Therapie mit adulten Stammzellen ist beispielsweise

die Knochenmarkstransplantation [113]. Grundvoraussetzung fir die Verwendung von
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organspezifischen Stammzellen fir die regenerative Medizin ist eine genaue ldentifizierung
der entsprechenden Stammzellen. Zudem kann die Isolierung, je nach Organsystem, wie
beispielsweise Stammzellen aus der Lunge, erschwert sein. Die Fahigkeit zur
Transdifferenzierung von adulten Stammzellen, also das Hervorbringen von Zellderivaten
eines anderen Keimblatts, wird kontrovers diskutiert, so dass die Verwendung von gut
isolierbaren adulten Stammzellen wie Knochenmarkstammzellen nicht fur alle Gewebearten

wie z.B. das Lungenepithel geeignet scheint.

1.5.2. Embryonale Stammzellen (ES-Zellen)

ES-Zellen sind pluripotente Zellen, die aus der inneren Zellmasse der Blastozyste
gewonnen werden [114, 115]. Sie besitzen die F&higkeit im undifferenzierten Zustand
unbegrenzt in vitro zu proliferieren und haben das Potenzial sowohl in vivo als auch in vitro
in Derivate aller Zelltypen der drei embryonalen Keimblatter Ektoderm, Mesoderm und
Endoderm und in Zellen der Keimbahn [116, 117] zu differenzieren. Diese Fa&higkeit
pluripotenter Zellen in alle somatischen Zellen eines Organismus zu differenzieren, jedoch
keinen vollstandigen Embryo hervorzubringen, wurde durch Bradley et al. 1984 postuliert
[118]. Evans et al. gelang 1981 erstmalig die erfolgreiche Isolierung pluripotenter muriner
ES-Zellen [114]. Jahre spater konnte Thomson et al. ES-Zellen aus dem Rhesusaffen [119]
sowie humane ES-Zellen gewinnen [120]. Die Isolierung von ES-Zellen aus weiteren
Spezies in den Folgejahren war ebenfalls erfolgreich [121-123].

Ein entscheidendes Merkmal von ES-Zellen ist die Expression pluripotenz-assoziierter
Transkriptionsfaktoren wie Oct3/4 (octamer binding transcription factor 3/4) [124], Nanog
[125], Rex1 (RNA endonuclease transcription factor 1) [126] und Sox2 [127]. Zum Erhalt
der Pluripotenz wird in ES-Zellen ein kritisches Expressionslevel an Transkriptionsfaktoren
bendtigt. Die notwendigen Bedingungen hierflr sind speziesabhangig. Eine weitere
charakteristische Eigenschatt ist die Expression typischer Oberflachenmarker wie SSEA-1
(murin), SSEA-3, SSEA-4 (stage-specific embryonic antigen, human),Tra-1-60, Tra-1-81
(tumor rejection antigen) sowie eine hohe Telomerase-Aktivitat [120].

Die Standardmethode zur Erhaltung der Pluripotenz von murinen (m)ES-Zellen ist die Co-
Kultivierung auf wachstumsinaktivierten murinen Fibroblasten in Anwesenheit des
leukemia inhibitory factor (LIF) [128]. LIF aktiviert Uber Downstream-Signale den JAK-STAT
Signalweg. STATS3 spielt hierbei eine wichtige Rolle zur Erhaltung der Pluripotenz und
somit der Selbsterneuerung von ES-Zellen [129]. Zudem wurde festgestellt, dass Wnt/3-
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Catenin Signalwege eine wichtige Rolle fir die Selbsterneuerung und die Proliferation von
pluripotenten humanen (h) und mES-Zellen spielen. Die Bindung der Wnt Glykoproteine an
einen membranassozierten Rezeptorkomplex inhibiert die Bildung eines Komplexes,
welcher B-Catenin abbaut. Unter anderem besteht dieser Komplex aus der Gsk3 (glycogen
sythase kinase-3) [130, 131]. Durch die Inhibierung der Gsk3 mit Gsk3-Inhibitoren und dem
dadurch erhéhten B-Catenin Level kann in mES und hES-Zellen der pluripotente Status
auch in Abwesenheit von murinen Fibroblasten aufrecht erhalten werden [132]. Ahnlich wie
bei mES-Zellen bendtigen auch hES-Zellen Faktoren fir den Pluripotenzerhalt. Hierbei ist
allerdings die Zugabe FGF2 essentiell [133].

Als Nachweis der Pluripotenz von ES-Zellen wird neben der Expression von
Pluripotenzfaktoren (siehe oben), die Bildung von Teratomen nach Injektion in
immundefiziente M&use [118] und im Fall von nicht-humanen ES-Zellen die Generierung
von chimaren Nachkommen nach Injektion der ES-Zellen in die Blastozyste angesehen
[134].

Da fur die Gewinnung von ES-Zellen die Zerstorung der Blastozyste erforderlich ist, wird
die Verwendung von hES-Zellen in der Forschung und Medizin als ethisch kontrovers
angesehen. Nach dem deutschen Stammzellgesetz darf in Deutschland ausschlief3lich mit
importierten hES-Zelllinien gearbeitet werden, die vor dem 1. Mai 2007 im Herkunftsland
gewonnen wurden [135].

Obwohl der Einsatz von hES-Zellen in der regenerativen Medizin denkbar ist, gibt es
jedoch, neben den ethischen Bedenken, weitere Aspekte, welche die Verwendung
einschranken. Die Verwendung nicht-autologer allogener hES-Zelllinien wirde eine
Abstol3ungsreaktion bedingen und eine Immunsuppression erforderlich machen, die
wiederum erhebliche Nebenwirkungen hervorruft. Als wichtige Beispiele sind hier die
Hypertonie [136] sowie ein erhodhtes Infektionsrisiko [137] zu nennen. Mdglichkeiten zur
Gewinnung autologer hES-Zellen konnte das therapeutische Klonen [138] oder
parthenogenetisch hergestellte hES-Zellen darstellen [139]. Zudem konnten allogene HLA-
gematchte parthenogenetische hES-Zellen aus Stammzellbanken verwendet werden [140].

1.5.3. Induzierte pluripotente Stammzellen

Eine mogliche Alternative fur die regenerative Therapie zu ES-Zellen bieten die induzierten
pluripotenten Stammzellen (iPS-Zellen). S. Yamanaka gelang es 2006 erstmalig zunachst

aus embryonalen Fibroblasten der Maus (m)iPS-Zellen zu gewinnen und legte somit den
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Grundstein der iPS-Zelltechnologie. Mit Hilfe von retroviralen Vektoren transduzierte er die
vier Transkriptionsfaktoren Oct3/4, Sox2, c-Myc (myelocytomatosis viral oncogene) und
KIf4 (Krippel-like faktor 4) in somatische Zellen der Maus [141]. Die uber die Fbx15-
Expression (F-box protein 15, auch bekannt als Fbxol5) selektierten Klone waren
allerdings nicht vollstdndig reprogrammiert, hatten somit ahnliche Eigenschaften zu
pluripotenten ES-Zellen (Morphologie, Teratombildung und Proliferation), wiesen allerdings
ein anderes Expressionsprofil von Markergenen auf. Zudem konnten durch die Injektion der
so generierten Zellen in die Blastozyste von Mausembyonen keine lebensfahigen Chimare
erzeugt werden und waren auch nicht keimbahnkompetent [141].

Uber eine Nanog-abhangige GFP- und Puromycinresistenz-Selektion gelang es 2007
zeitgleich zwei unabhangigen Arbeitsgruppen murine Fibroblasten tber eine retrovirale
Transduktion der oben genannten vier Faktoren zu reprogrammieren [142, 143]. Die so
hergestellten iPS-Zellen glichen den ES-Zellen im Genexpressions- und DNA-
Methylierungsmuster, sowie im Proliferations- und Differenzierungspotential. Eine
Teratombildung war nach Injektion der Zellen in immundefiziente Mause ebenfalls
nachweisbar. Zudem konnte eine vergleichbare Keimbahnkompetenz zu ES-Zellen
festgestellt werden. Wenig spéter gelang es 2007 Blelloch et al. und Meissner et al. iPS-
Zellen ohne Antibiotika allein Gber die Morphologie zu selektieren [144, 145].

Einige Zeit spater gelang die Herstellung auch von humanen (h)iPS-Zellen [146, 147].
Allerdings verwendeten Yu et al. eine andere Kombination aus Transkriptionsfaktoren. c-
Myc [148] und KIf4 [149] wurden wegen ihres onkogenen Charakters durch Nanog und
Lin28 fur eine Induktion der Pluripotenz ersetzt. Uber eine Antibiotikaresistenz wurde
selektiert und die so gewonnenen iPS-Zellen charakterisiert. Der Karyotyp sowie die
Expression spezifischer Markergene waren mit hES-Zellen vergleichbar. Zu einer
nachweisbaren Telomeraseaktivitdt besal3en sie die Fahigkeit Teratome zu bilden und in
vitro in alle drei Keimblatter zu differenzieren [147].

Seit der ersten Generierung von iPS-Zellen durch Yamanaka et al. folgten weitere
zahlreiche Publikationen tber die Herstellung von iPS-Zellen aus verschiedenen Spezies
wie Schwein und weiteren nicht-humanen Primaten, sowie die Verwendung
unterschiedlicher somatischer Zellquellen (z.B. Zellen aus Leber und Magen [150],
hamatopoetische Zellen [151], neuronale Zellen [152]) und der Einsatz diverser
Vektorsysteme (retroviral [146, 153], lentiviral [147, 154] und induzierbare Lentiviren [155]).
Allerdings weisen die genannten Methoden erhebliche Nachteile fir klinische

Anwendungen auf. Die oben genannten Methoden zur Generierung von iPS-Zellen
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basieren auf viralen Vektorsystemen, die in das Genom inserieren und Mutationen
hervorrufen kénnen. Aus diesem Grund wurden weitere Anstrengungen unternommen,
nicht-integrierende virale und nicht-virale oder zeitweise integrierende nicht-virale
Vektorsysteme flr die Reprogrammierung zu verwenden. In die DNA integrierende aber
kontrollierbare Elemente wie das piggyBac Transposon (ein genetisches Element, das Uber
ein "cut and paste"-Mechanismus innerhalb des Genoms mobilisiert werden kann) [156]
wurden erfolgreich eingesetzt, um miPS und hiPS-Zellen zu gewinnen. Elemente, die nicht
in die DNA integrieren, wie Adenoviren [157] und Plasmide [158], konnten ebenfalls zu
einer erfolgreichen Generierung von iPS-Zellen eingesetzt werden. DNA-freie
Reprogrammierungen Uber nicht-integrierende Elemente wie Proteine [159, 160] und
MRNA [161] wurden erstmals 2009 beschrieben. Solche nicht-virale, nicht-integrierende
DNA-freie Methode sind auch fur eine klinische Anwendungen geeignet, gehen jedoch
meist mit einer niedrigen Reprogrammierungseffizienz und einer verlangerten
Generierungsdauer einher [162]. Die Generierung von iPS-Zellen aus murinen
embryonalen Fibroblasten Uber das Einbringen von DNA-Lipoplexen (ein Komplex aus
Plasmid-DNA und katinonischen Lipiden) mittels einer liposomalen Magnetofektion (eine
Methode, bei der mit Hilfe eines Magnetfeldes Nukleinsauren in einer Zielzelle angereichert
werden [163]) wurde im Juli 2012 publiziert und zeigte im Gegensatz zu den
herkdbmmlichen nicht-integrierende Elemente eine Steigerung der
Reprogrammierungseffizienz und eine verkirzte Generierunsdauer durch Plasmid-DNA
[162]. Nach nur acht tagiger Reprogrammierung konnten integrationsfreie iPS-Zelllinien
gewonnen werden, die in vitro und in vivo ES-Zellen glichen, u.a. besal3en sie die Fahigkeit

Teratomen sowie chimaren Nachkommen zu bilden [162].

1.6. Differenzierung von pluripotenten Stammzellen (PS-Zellen) in respiratorische

Zelltypen
Die hohe Proliferationskapazitat und das hohe Differenzierungspotential von ES-Zellen und

iPS-Zellen ist die entscheidende Grundlage fur die Verwendung dieser Stammzellen in der

regenerativen Medizin.
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1.6.1. Die Differenzierung von PS-Zellen in definitives Endoderm

Ein wichtiger Differenzierungsschritt auf dem Weg zur Bildung respiratorischen Gewebes ist
die effiziente Differenzierung der PS-Zellen zunachst in definitives Endoderm, aus welchem
unter anderem analog zur Embryonalentwicklung Lungenepithelzellen hervorgehen
konnen.

Studien haben gezeigt, dass in Anlehnung an die Gastrulation, die TGF-$ Faktoren Nodal
oder Activin A (welches an denselben Rezeptor wie Nodal bindet) die Differenzierung von
mMES-Zellen und hES-Zellen in endodermale Zellen induzieren [164-166]. D’Amour et al.
konnte 2005 eine Anreicherung von definitivem Endoderm (um die 80 %) in Anwesenheit
von Activin A und geringem Serumgehalt in frihen hES-Zellen Kulturen erreichen. Mittels
einer Transplantation dieser endodermalen Zellen unter die Nierenkapsel von
immundefizienten Mausen konnte gezeigt werden, dass die weitere Differenzierung dieser
Zellen in reiferes Endoderm-abgeleitetes Gewebe mdglich ist [166]. 2007 beschrieben
McLean et al, dass die Wirkung von Activin A auf die endodermale Differenzierung von
hES-Zellen durch eine Inhibierung der Phosphatidylinositol 3-Kinase mittels des ,small
molecules® LY294002 unterstitzt wird, einhergehend mit einem erhohten
Transkriptionslevel von Markern spezifisch fur definitives Endoderm. Die Gruppe konnte
etwa 80 % Sox17 und Cxcr4 (chemokine (C-X-C motif) receptor 4) positive Zellen
generieren. Von den Sox17 positiven Zellen waren um die 95 % auch fur Foxa2 positiv
[167]. Borowiak et al. beschrieben 2009 zwei Zellmembran permeable ,small molecules®,
IDE1 und IDE2, die die Differenzierung von ES-Zellen Richtung definitives Endoderm
effizienter erh6hen als Activin A oder Nodal. Auch in dieser Studie konnten die Forscher
nahezu 80 % definitives Endoderm generieren (Sox17 und Foxa2 positiv). Die Behandlung
mit Activin A erzielte hingegen 45 % Sox17 positive Zellen an Tag 6 der Differenzierung
[168]. Eine Kombination aus Activin A, FGF2, BMP4 und Wnt oder VEGF (vascular
endothelial growth factor) nutzten Nostro et al. 2011, definitives Endoderm in hES-Zellen zu
induzieren. Sie konnten mehr als 90 % Cxcr4 / c-Kit (v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline
sarcoma viral oncogene homolog) positive Zellen erzielen die etwa zu 70 % flr Sox17
positiv waren [169]. In einem serumfreien Medium, unter Verwendung von FGF2, Activin A
und BMP4 und ohne Insulin gelang es Xu et al. 2011 definitives Endoderm aus hES-Zellen
zu generieren [170]. Eine zusatzliche Aktivierung des FGF/MAPK Signalweges wéhrend
der frihen Induktionsphase unter Gabe von Activin A ist fir die definitive Endodermbildung

laut Sui et al. wichtig. Die Arbeitsgruppe konnte 2012 zeigen, dass die Aktivierung von FGF
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in Kombination mit Activin A definitives Endoderm in hES-Zellen Differenzierungskulturen
anreichert (etwa 50 % -70 % Foxa2 und Sox17 positive Zellen) [171].

PS-Zell-abgeleitete definitive Endodermzellen sind durch die Coexpression von
endodermalen Transkriptionsfaktoren wie Foxa2 [172] und Sox17 [27] charakterisiert, und
werden in vielen Publikationen zur Detektion von definitiven endodermalen Zellen
verwendet. Fir eine genauere Aussage Uber das Schicksal von Zellpopulationen in
Differenzierungskulturen werden Foxa2 und Sox17 oft in Kombination mit weiteren
mesendodermalen bzw. endodermalen Markern wie beispielsweise Bry (Brachyury) [173],
Cxcr4 [174], Gsc (goosecoid) [175] oder c-Kit [176] verwendet.

1.6.2. Die Differenzierung von PS-Zellen in anteriores Vorderdarmendoderm

Ahnlich wie in der Embryogenese befassen sich neueste Studien zunachst mit der
Induktion von anteriorem Vorderdarmendoderm, aus dem Lungenepithelvorlaufer
hervorgehen kdnnen.

Wie schon in Abschnitt 1.6.1. beschrieben, wird in mES- wund hES-
Zellendifferenzierungskulturen definitives Endoderm effizient durch die Behandlung mit
einer hohe Konzentration von Activin A induziert, welches den Nodel Signalweg wahrend
der Gastrulation bei der Embryonalentwicklung imitiert [177]. Der Effekt von Activin A auf
hES-Zellen kann, wie schon erwéhnt, zusatzlich durch Ly294002 verstarkt werden [167].
Untersuchungen haben gezeigt, dass eine Behandlung von PS-Zelldifferenzierungskulturen
mit Noggin (ein physiologischer BMP-Antagonist) und dem ,small molecule SB431542 (ein
Inhibitor des TGFB-Signalweges) zu einer Anteriorisierung des PS-Zell-abgeleiteten
definitiven Endoderms fiihren und, ahnlich wie bei dem in vivo Prozess, einen anterioren
Vorderdamendodermphanotyp  induzieren kann [177]. Der Nachweis des
Vorderdarmendoderms in den PS-Zelldifferenzierungskulturen wurde Uber die Analyse
spezifische Marker wie Sox2, Hex (hematopoetically expressed homeobox transcription
factor) und Thx1 (T-box transcription factor 1) erbracht [178, 179].

1.6.3. Die respiratorische Differenzierung von PS-Zellen

Die erste Publikation, die beschrieb, dass PS-Zellen scheinbar in lungenspezifische
Zellderivate differenzieren kdnnen, erschien 2002. Hierzu wurde im Anschluss an die

Verwendung eines serumhaltigen Mediums in der Endphase der Differenzierung ein
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kommerziell erhaltliches serumfreies Medium ,Small airway growth Medium (SAGM)*
appliziert, welches urspringlich fir die Kultivierung von primarem distalen Lungenepithel
entwickelt worden war. Die Arbeitsgruppe um A. E. Bishop interpretierte die beobachtete
Steigerung der mRNA Expression des ATII-Zellmarkers SP-C in Embryoid Body (EB)-
basierte Differenzierungkulturen als Beleg fiir die Generierung von ATII-Zellen aus mES-
Zellen. Zudem wurde eine Immunfluoreszenzfarbung gegen SP-C gezeigt, die auf einem
ATIl-Zell-ahnlichen Phéanotyp hinweisen konnte [180]. Da in dieser Puplikation keine
Kontrollen mitgefihrt bzw. gezeigt wurden, und Immunfarbungen mit SP-C Antikdrpern oft
unspezifische Kreuzreaktionen zeigen, erscheinen die Ergebnisse zweifelhaft.

Dieselbe Arbeitsgruppe berichtete 2004, dass die meisten Wachstumsfaktoren im SAGM,
besonders die Retinolsdure (RA) und das Schilddrisenhormon Trijodthyronin (T3), einen
hemmenden Effekt auf die Differenzierung zu ATIIl-Zellen zu haben scheinen [181]. Die
Daten der Gruppe scheinen zu belegen, dass das Weglassen von RA oder T3 zu einer
dreifachen Erhéhung der Expression des ATII-Zellmarkers SP-C fuhrte. Diese Hypothesen
beruhen allerdings nur auf nicht-quantitetiven RT-PCR-Daten. Eine genaue Aussage zur
Qualitat und Quantitat von ES-Zellen-abgeleiten ATII-Zellen erfolgte in dieser Studie nicht.
Es folgte eine weitere Studie, die vermuten liel3, dass nicht priméar die Zusatze des SAGMs
zu einer Erhéhung der SP-C mRNA Expression fuhren, sondern vielmehr der Wechsel zu
serumfreien Kultivierungsbedingungen in der Endphase der Differenzierung. Die Zugabe
jedes einzelnen Faktors des Vollmediums SAGM zum serumfreien Grundmedium
reduzierte die SP-C mRNA Expression in Differenzierungskulturen von mES-Zellen.
Auszahlungen der Immunfarbungen gegen pro-SP-C fuhrten zu keinem signifikanten
Unterschied innerhalb der ausgetesteten Gruppen. Die Arbeitsgruppe behauptete, dass
kein signifikanter Unterschied tber die Immunfluorenszenz bestatigt werden konnte, da die
gezeigte Herunterregulierung der SP-C mRNA nicht ausreichte, um eine signifikante
Anderung in der Anzahl der ATII-Zellen hervorzurufen [182]. An dieser Stelle muR kritisch
angemerkt werden, dass auch in dieser Studie keine geeigneten Kontrollen fur die SP-C
Immunfarbungen mitgefihrt wurden.

Ein anderes EB-basiertes und dreistufiges, partiell serumfreies Protokoll von Bishop und
Kollegen unter Verwendung von Activin A fuhrte zu einer signifikanten Erhdhung der SP-C
und Nkx2.1 mRNA Expression gegenuber dem vorherigen Protokoll (Serum + SAGM).
Trotz einer hohen Autofluorenszenz, zeigten durchflusszytometrische Analysen, dass am
Ende der Differenzierungskulturen etwa 3 % eGFP positive Zellen detektiert werden

konnten. Die Autoren berichten, dass das Genexpressionsmuster der gewonnenen
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Epithelzellen eher dem von Lungenepithelvorlauferzellen des Vorderdarmendoderms und
der auswachsenden Lungenknospen als dem von reifen ATII-Zellen entsprach [183].
Jedoch haben die Autoren weder statistische Daten der durchflusszytometrischen Analyse
gezeigt, noch zeigten sie, ob eine SP-C Antikorperfarbung mit der SP-C Promotor-
abhangige eGFP Expression in der transgenen ES-Zelllinie Gbereinstimmte.

Qin et al. berichtete, dass die Kultivierung permeabilizierter mES-Zellen mit dem Zellextrakt
der murinen ATII-Zelllinie MLE-12 die Differenzierung in ATIl-Zellen verbessert [184]. mES-
Zellen wurden mit einem Konstrukt transfiziert, das eine SP-C Promotor-abhangige eGFP
Expression vermittelt. Die mittels des Zellextrakts reprogrammierten mMES-Zellen
generierten eGFP exprimierenden Zellen, exprimierten die endogen ATII-Zellen typischen
Marker wie SP-C und Nkx2.1 [184]. Die Gruppe beobachtete in mES-Zellen, die mit dem
MLE12-Zellextrakt behandelt wurden, eine 3-fach erhéhte SP-C Genexpression gegentber
den mES-Zellen, die entweder gar nicht oder mit Feederzellextrakt behandelt wurden. Die
Reprogrammierung schien allerdings nicht bestandig zu sein. Sie beobachteten, dass die
eGFP-Expression bis Tag 7 auf etwa 7 % anstieg und nahm schliel3lich nach 14 Tagen
wieder ab. Derartige Methoden sind fur eine klinische Anwendung eher bedenklich, konnten
allerding fur ndhere Forschungszwecke durchaus von Interesse sein.

2005 publizierte Van Vranken et al. eine Kokultur von mES-Zellen mit embryonalen
Mesenchymzellen des distalen Lungengewebes. EBs wurden fur funf bis zwolf Tage direkt
oder indirekt (getrennt durch eine Membran) mit embryonalem distalen Lungenmesenchym
kultiviert. Es konnte festgestellt werden, dass eine indirekte Kokultur eine 14-fach erhéhte
SP-C Genexpression hervorbrachte. Die Autoren schlussfolgerten, dass embryonales
Lungenmesenchym in Anlehnung an die Embryonalentwicklung ebenfalls einen
induzierenden Effekt auf die Differenzierung von mES-Zellen in Lungenepithel hat [185].
Die angewandten experimentellen Bedingungen und Methoden weisen allerdings kein
induzierendes Potential von isolierten distalen Lungenmesenchym bezuglich der
Differenzierung von ES-Zellen in funktionelle ATII-Zellen nach. Zudem wurden keine
induzierenden Faktoren identifiziert. Diese Studie zeigt ausschlie3lich, dass in vivo
Differenzierungen unter entsprechenden Bedingungen simuliert werden kann. In Anbetracht
der generellen Schwierigkeiten von Analyseverfahren wie AntikOrperfarbungen, sollten
Daten von Kokulturen mit Vorsicht beurteilt werden [186].

Coraux et al. berichete 2005 von ersten Daten, die auf eine Generierung von Clara-Zellen
aus mES-Zellen auf Basis eines Monolayer-Protokolls hinweisen. Die Gruppe verglich daftr

verschiede Beschichtungskomponenten wie Kollagen Typ I, IV, VI und die denaturierte

20



Einleitung

Form des Kollagens, Gelatine, wobei nur das Kollagen | eine Generierung von Clara-Zellen
induzierte. Zudem wurden KGF und RA den Differenzierungskulturen zugesetzt, allerdings
wurde kein differenzierungsinduzierender Effekt erzielt. Durch Einsatz des Air-Liquid-
Interface (ALI)-Models konnten Coraux et al. schliel3lich reifes atemwegsepitheldhnliches
Gewebe generieren, bestehend aus Clara-Zellen, Basalzellen, Becherzellen sowie
zillientragenden Flimmerzellen [187]. CCSP exprimierende Zellen und zilientragende Zellen
sind nicht nur in der Lunge anzutreffen, so dass der Nachweis von
bronchialen/bronchiolaren Epithelzellen in ES-Zelldifferenzierungskulturen erschwert wird
[188, 189] und eine eindeutige Einordnung derartiger ES-Zell-abgeleiteten Zellen schwierig
ist.

Unserer Arbeitsgruppe ist es 2008 gelungen, ein vollstandig serumfreies EB-basiertes
Protokoll fur die Differenzierung von mES-Zellen in distales Lungenepithel zu etablieren
[190]. Neben einer SP-C mRNA Expression konnte der ATII-Zellphanotyp Uber eine pro-
SP-C Immunfarbungen und den ultrastrukturellen Nachweis von Zellen mit
lamellarkérperchenahnlichen Strukturen bestétigt werden. Dartber hinaus wurde die mRNA
Expression weiterer Marker von distalem Lungenepithel wie SP-A, SP-D, und Auaporin 5
nachgewiesen [190]. Eine serumfreie Kultivierung schafft definiertere
Kultivierungsbedingungen und bietet die Basis fur die Identifizierung von Schliisselfaktoren
fur die respiratorische Differenzierung. Im Gegensatz zu vielen anderen Verdéffentlichungen
versuchten Winkler et al. Daten zu liefern, die zumindest eine grobe Schatzung der
Effizienz der Differenzierung zulieBen. Zudem diskutierten Winkler et al. die verwendeten
Analysemethoden kristisch, um aus ES-Zellen abgeleitete ATII-Zellen nachzuweisen.

Wie in Abschnitt 1.6.2. schon erwahnt, befassen sich neueste Studien zun&chst mit der
Induktion von anteriorem Vorderdarmendoderm. In einem nachsten Schritt wurde durch die
Zugabe eines Faktorcocktails bestehend aus Wnt3a, FGF10, KGF, FGF2, BMP4, EGF und
Heparin die Differenzierung des anterioren Vorderdarmendoderms in Nkx2.1 exprimierende
Vorlauferzellen in mES- und hES-Zellen induziert [177, 178]. Es ist bekannt, dass wéahrend
der Embryonalentwicklung Nkx2.1 in Lungenvorlauferzellen exprimiert wird [39, 46].
Allerdings wird eine Nkx2.1 Expression auch in Verbindung mit der
Schilddrisenentwicklung und in Vorlauferzellen des Vorderhirns beobachtet [191, 192].
Longmire et al. verwendeten fur die weitere Differenzierung des anterioren
Vorderdarmendoderms eine Nkx2.1-eGFP Knockin mES-Zellinie. Sie konnten den lungen-
und schilddriisenspezifischen Phanotyp dieser generierten Nkx2.1-GFP positiven

Vorlauferzellen unter anderem anhand der fehlenden Expression der neuroektodermalen
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Marker Tujl (class lll beta-tubulin, auch als Tubb3 bekannt) und Pax6 nachweisen. Die
Vorlauferzellen wurden nach Aufreinigung weiter expandiert und in reifere
Lungenepithelzellen in vitro differenziert. Durch eine Behandlung der aufgereinigten
Nkx2.1 positiven Zellpopulation in den letzten 3 Tagen der Differenzierung mit
Dexamethason, cCAMP, IBMX (3-Isobutyl-1-Methylxanthin) und KGF konnte eine 100-fache
Erhéhung der SP-C, SP-B und CCSP Genexpression induziert werden. Die Autoren
berichten zudem, dass die Nkx2.1 Population erfolgreich in dezellularisierte Mauslungen
intratracheal eingebracht werden konnten, alveolare Lungenregionen rebesiedelten und
alveolare Strukturen bildeten [178]. Mou et al. konnten durch die subkutane Injektion von
aus mES-Zellen-generierten Nkx2.1 positiven Zellen (die Tujl und Pax8 negativ waren) in
immundefiziente Mause, feststellen, dass sich nach 20 bis 30 Tagen Bereiche bildeten, in
denen sich Basalzellen, Clara-Zellen, zilientragende Zellen und Becherzellen entwickelten.
Zusatzlich zu mES-Zellen konnten sie auch hiPS-Zellen in Nkx2.1 positive Zellen
differenzieren. Diese Nkx2.1 positive Mischkultur an Zellen wurde ebenfalls in
immundefiziete Mause subkutan injiziert. Nach 30 Tagen konnte eine p63 Genexpression
festgestellt werden, die, laut Mou et al., auf Basalzellen hindeutete. Es ist allerdings
bekannt, dass p63 nicht nur in Basalzellen exprimiert wird. Zilientragende Zellen, Clara-
Zellen sowie Becherzellen konnten nicht detektiert werden. Auch eine Generierung von
Clara-Zellen oder zilientragenden Zellen in vitro wird in dieser Puplikation weder in mES-
noch in hiPS-Zellen beschrieben [193].

1.6.4. Allgemeine Schwierigkeiten bei der Differenzierung von PS-Zellen,

insbesondere in respiratorische Zellen

Ps-Zellen besitzen die Fahigkeit spontan in Zelltypen aller drei Keimblatter Mesoderm,
Endoderm und Ektoderm zu differenzieren [118]. Eine hundertprozent zielgerichtete
Differenzierung in nur einen oder wenige Zelltypen ist derzeitig noch nicht zu erreichen, so
dass Differenzierungskulturen pluripotenter Stammzellen Gberwiegend eine sehr
heterogene Zusammensetzung aufweisen [180]. Dies bedingt die genaue ldentifizierung
des gewulnschten Zelltyps. Anders als bei Kardiomyozyten, die in Differenzierungskulturen
spontan anfangen zu kontrahieren [194], so dass ein erster mikroskopischer Nachweis
ohne spezielle Methoden maoglich ist, ist eine rein morphologische Identifizierung von Zellen
des respiratorischen Epithels nicht mdglich. Sollen neben der Identifizierung Uber eine

spezifische Immunfarbung auch lebende Zellen angereichert werden, miussten
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entsprechende spezifische Oberflachenmarker bekannt sein oder Markergene transgen
eingebracht werden. Erstere fehlen insbesondere bei Zelltypen des Lungenepithels und
eine spatere klinische Anwendung von transgenen Zellen ist wiederrum Kkritisch, da
Insertionsmutagenesen in diesen Zellen nicht ausgeschlossen werden kdnnen.

Kann das Problem der Visualisierung fur derartige Zellen gelost werden, stellt sich die
Frage einer geeigneten Isolierungsmethode. In spaten Differenzierungskulturen ist die
Bildung einer extrazellularen Matrix so stark ausgereift, dass eine vollstandige Vereinzelung
der Zellen beeintrachtigt ist. Hierdurch wird die Aufreinigung eines speziellen Zelltyps
erschwert und die Reinheit reduziert.

Ein weiteres Problem stellt die Kontamination der Differenzierungskulturen mit noch
undifferenzierten, pluripotenten Stammzellen dar, welche ein tumorgenes Potential besitzen
[120]. Vor einer Transplantation in den Patienten musste eine vollstdndige Eliminierung
dieser Zellen gewabhrleistet sein.

Hinzu kommt eine derzeitig noch geringe Ausbeute an respiratorischen Zelltypen in den
Differenzierungenskulturen unter Verwendung aktueller Protokolle [180-185, 187, 190]. Wie
in vorherigen Abschnitten erwahnt, gehen aus dem Endoderm neben dem Lungenepithel
auch Zelltypen weiterer Organe wie z.B. Schilddrise oder Pankreas hervor [195]. Die
Komplexitat der Genregulierung uUber Wachstumsfaktoren bzw. Transkriptionsfaktoren
wahrend der Embryonalentwicklung erschweren die Nachahmung entsprechender
Bedingungen in vitro. Zudem beeinflussen sich in der Zellkultur benachbarte Zellen
(entsprechend der embryonalen Entwicklung [52, 56]), untereinander, so dass der Einfluss
auf die Entwicklung und Differenzierung von exogen eingebrachten Faktoren gemindert
sein kann. Dies gilt insbesondere fur EB-basierte Protokolle aufgrund der Komplexitat der
entstehenden Aggregate, in denen starke Wechselwirkungen zwischen den verschieden
Zelltypen auftreten [196].

1.7. Zielsetzung

hES-Zellen konnten als geeignete Zellquelle fur den Ersatz von geschadigtem
respiratorischen Gewebe oder Wirkstoffscreening verwendet werden. Jedoch missten zwei
gravierende Probleme beziglich der Verwendung von hES-Zellen bertcksichtigt werden.
Zum Einen ist der Umgang mit hES-Zellen ethisch umstritten, zum Anderen besteht fir die
klinische Anwendung das Problem der nicht patienteneigenen Zellquelle, so dass eine

immunologische Inkompatibilitat mit dem Empfanger bestehen wirde. Die Verwendung von
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hiPS-Zellen bietet erstmals eine ethisch unbedenkliche autologe Alternative zu hES-Zellen

und die Mdglichkeit zum Disease Modeling.

Da zur Zeit nur eine begrenzte Zahl von Studien vorhanden ist, die eine Differenzierung von

PS-Zellen in Zelltypen des Atemwegsepithels untersucht haben [183, 187, 190, 197-199],

sind bisher nur wenige bis keine Schlusselfaktoren fir die Differenzierung von PS-Zellen in

Atemwegsepithelzellen bekannt.

In der vorliegenden Arbeit sollte ein effizientes und zuverlassiges Protokoll fir die

Differenzierung von mES- und miPS-Zellen, in Atemwegsepithelzellen etabliert werden.

Ein besonderer Fokus sollte daher auf Clara-Zellen gelegt werden, da sie in der

Regeneration des Atemwegsepithel involviert sind, indem sie als Vorlauferzellen fur

zilientragende Zellen agieren. Zudem schitzen sie das Lungenepithel Uber die

Sezernierung z.B. von CCSP und Uber die Fahigkeit Fremdstoffe zu metabolisieren [200-

204].

Fur die vorliegende Dissertation sollten daher:

1) die Bildung von definitivem Endoderm in mES-Zellen mit Hilfe einer transgenen
MES-Zelllinie optimiert werden und auf miPS-Zellen Ubertragen werden.

2) eine Identifizierung von spezifischen Schlusselfaktoren fir die Differenzierung von
PS-Zellen in Atemwegsepithelzellen (inbesondere Clara-Zellen) erfolgen.

3) erste miPS-Klone aus transgenen Mausen generiert werden, die eine Clara-Zell-
spezifische Reportergenexpression tragen.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Gerate

Autoklav

Bioanalyzer
Drucker Geldoc

Eismaschine

Einfrierbox

Feinwaage
Geldokumentation
Horizontalgelkammer
Inkubatoren
Kolbenhubpiptette
Magnetriihrer

Mikroskop

Mikrowelle

PCR- Thermocycler

pH- Meter
Pipetten

Pipetman

Pipettierhilfe

Sterilwerkbank

GVA 460
Typ 2239 EA

Agilent 2100
DIGITAL GRAPHICS
PRINTER UPD 890
ZBE 150

Nalgene™ Cryo 1°C Freezing

Container

BP 210 S

Universal Hood Il
Sub-Cell
MCO-20AIC

Ripette ®

Typ MR 2002

Typ RH

Axio Observer Al
Olympus BX40
Zellkulturmikroskop CKX41
MW 13141E
Eppendorf mastercycler
Eppendorf realplex
pH 539

0,5-10ul

10-100 pl

100 - 1000 pl

100 - 1000 pl
1-10ul

2-20l

50 - 200 pl

200 - 1000 pl
Pipetus®

HeraSafe Typ HS 15

(Fritz Goéssner, Hamburg)

(FEDEGARI AUTOCLAVI S.p.A.,

Albuzzano, Italien)
(Agilent, Bdblingen)

(SONY, Tokyo, Japan)

(Ziegra, Isernhagen)

(Nunc, Neerijse, Belgien)

(Sartorius, Gottingen)
(BioRad, Miunchen)
(BioRad, Miunchen)
(Sanyo, Bad Nenndorf)
(Roth, Karlsruhe)
(Heidolph, Schwabach)
(IKA® Labortechnik, Staufen)
(Zeiss, Gottingen)
(Olympus, Hamburg)
(Olympus, Hamburg)
(Amica, Ascheberg)
(Eppendorf, Hamburg)
(Eppendorf, Hamburg)
(WTW, Weilheim)
(Eppendorf, Hamburg)
(Eppendorf, Hamburg)
(Eppendorf, Hamburg)
(Eppendorf, Hamburg)
(Gilson, Middletown, USA)
(Gilson, Middletown, USA)
(Gilson, Middletown, USA)
(Gilson, Middletown, USA)
(Hirschmann, Eberstadt)

(Heraeus Instruments, Osterode)

25



Material und Methoden

Spektrophotometer
UV-Leuchttisch

Vortexer

Wasserbad
Zellzahlkammer

Zentrifuge

Gelair BSB6

Nano Drpo, ND-10000
Transilluminator Tl 1
MS1 Minishaker

VELP scientifica F202A0175

Vortexer
GFL 1083

Biofuge fresco

Heraeus Multifuge 3SR+
Megafuge 1.0

PICO Fuge

Rotana 460 RS

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Becherglaser
Culture Slides

Druckerpapier Geldoc

Deckglaschen

Einweg Injektionskaniilen
Einfrierréhrchen

Einwegspritzen

Einwegpipetten

FACS Probenrdhrchen
Fettstift

Labortticher
Messzylinder
Objekttrager

Parafilm

Reaktionsgefalie

100 ml bis 1000 ml
BD- Falcon™

Type Il SONY UPP-110HD,
110 mmx 20 m

22 mm

24x 60 mm

Microlance, Nr.1

1 ml Cryoréhrchen

2mi

10 ml

1 ml-50ml

0,5 ml

Dako Pen

Kimtech

100 ml bis 1.000 ml
96x 26 mm

Parafilm M

0,2 ml PCR- Softstrips
0,5 ml Reaktionsgefalle
1,5 ml Reaktionsgefalie
15 ml Falcon- R6hrchen

50 ml Falcon- R6hrchen

(Flow Laboratories, Meckenheim)
(PegLab, Erlangen)

(Biometra, Gottingen)

(IKA- Works, Wilmington, USA)
(StarLab, Hamburg)

(Ika-Works, Wilmington, USA)
(Heraeus Instruments, Osterode)
(Neubauer HBG)

(Heraeus, Osterode)

(Thermo Scientific)

(Heraeus Instruments, Osterode)
(Stratagene, La Jolla, USA)
(Hettrich Zentrifugen, Tuttlingen)

(Schott, Mainz)
(BD Bioscience, Bedford, USA)
(SONY, Tokyo, Japan)

(Menzel Glaser)

(Menzel Glaser)

(BD, Franklin Lakes, USA)

(Greiner, Frickenhausen, Osterreich,)
(Braun, Melsungen)

(Braun, Melsungen)

(Sarstedt, Nimbrecht)

(Sarstedt, Nimbrecht)

(Dako, Glastrup, Danemark)
(Kimberly- Clark®, England)

Isolab Laborgerate GmbH, Wertheim
(Menzel Glaser)

(Pechiney Plastic Packaging, USA)
(Biozym, Hessisch Oldendorf)
(Sarstedt, Nurnberg)

(Sarstedt, Nurnberg)

(Greiner, Frickenhausen, Osterreich)

(Greiner, Frickenhausen, Osterreich)
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Spitzen ohne Filter 0,1 bis 10 ul
1 bis 200 pl
100 bis 1.000 pl
mit Filter 0,1 bis 10 ul
1 bis 200 pl
100 bis 1.000 pl
Combitips plus 1,0 ml
Sterilfilter 0,22 um Rotilabo®

0,45 um
500 ml Filter Top
96- Well- Platten
24- Well- Platten
12- Well- Platten
6- Well- Platten
100 mm Gewebekulturschalen

Zellkulturgefalle

Zellschaber Einweg Zellschaber 25 cm
Zellsiebe 40 um

100 pm

2.1.3. Chemikalien und Reagenzien

Agarose NEEO Ultra Qualitat

Ampuwa (ag.dest.)

Bovines Serumalbumin (BSA)
B-Mercaptoethanol

8-Bromoadenosine 3’,5’-cyclic monophosphat sodium salt
Chloroform

Desoxyribonucleotide Ultra Pure dNTP’s Set
Dexamethasone-Water soluble

4,6- Diamino 2Phenylindol (DAPI)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dimethylformamid (DMF)

Essigsaure

Ethanol, absolut
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ethidiumbromid 10mg/ml

FACS Clean
FACS Flow
FACS Rinse

(Roth, Karlsruhe)

(Sarstedt, Nirnberg)

(Sarstedt, Nurnberg)

(Star Lab, Merenschwand, Schweiz)
(Star Lab, Merenschwand, Schweiz)
(Star Lab, Merenschwand, Schweiz)
(Eppendorf, Hamburg)

(Roth, Karlsruhe)

(Nalgene, Neerijse, Belgien)
(BiochromeAG, Berlin)

(Nunc, Neerijse, Belgien)

(Nunc, Neerijse, Belgien)

(Nunc, Neerijse, Belgien)

(Nunc, Neerijse, Belgien)

(Greiner, Kremsmiunster)

(Sarstedt, Nimbrecht)

(Becton Dickinson, Heidelberg)

(Becton Dickinson, Heidelberg)

(Roth, Karlsruhe)

(MHH Apotheke, Hannover)
(Sigma, Deisenhofen)

(Invitrogen, Karlsruhe)

(Sigma, Deisenhofen)

(Sigma, Deisenhofen)

(Amersham, Freiburg)

(Sigma, Deisenhofen)

(Sigma, Deisenhofen)

(Sigma, Deisenhofen)

(Sigma, Deisenhofen)

(J.T. Baker, Deventer, Niederlande)
(J.T. Baker, Deventer, Niederlande)
(Sigma, Deisenhofen)

(Sigma, Deisenhofen)

(Becton Dickinson, Heidelberg)
(Becton Dickinson, Heidelberg)

(Becton Dickinson, Heidelberg)
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Fibronektin (bovines)

Fetales Kalberserum (FCS)

Gelatine Typ A (porcin)
Glycerin
GSK3-Inhibitor (Glycogen Synthase Kinase-3)

human recombinant Activin A
IDE-1

IDE-2

3-Isobutyl-1-methylxanthine
Kaliumhexacyonoferrat Il (KsFe(CN)g)
Kaliumhexacyanoferrat Il (K4Fe(CN)g x H,0)
Kollagenase Typ IV

L-Glutamin

LIF (leukemia inhibitory factor)
Magnesiumchlorid (MgCl.)
Natriumchlorid (NaCl)

MEM nicht essentielle Aminoséuren
Mountingmedium Immu- Mount
Paraformaldehyd (PFA)

Penicillin (10000U/ml)/Streptomycin (10000 pg/ml)

Phenol: Chloroform:lsoamylalkohol (25:24:1)
Phosphate Buffered Saline (PBS) Tabletten
PBS mit Ca**/Mg**

Propidium Jodid (PI)

recombinant human Activin A

recombinant human KGF

ROCK-Inhibitor (Rho-associated kinase)

Salzséaure (HCI)

Serum Replacement (SR)
Tris(hydroxymethyl) aminomethan (Tris-Base)
Triton X- 100

TRIzol® Reagent

Trypan Blau

Trypsin

Trypsin/EDTA Solution (10 x)

(Sigma, Deisenhofen)

(PAA, Colbe)

(HyClon, Logan, UK)

(Sigma, Deisenhofen)

(Sigma, Deisenhofen)

(Technische Chemie, Leibniz Universitat,
Hannover)

(PeproTechn Hamburg)

(Technische Chemie, Leibniz Universitat,
Hannover)

(Technische Chemie, Leibniz Universitat,
Hannover)

(Sigma, Deisenhofen)

(Merck, Darmstadt)

(Merck, Darmstadt)

(Invitrogen, Karlsruhe)

(Invitrogen, Karlsruhe)

(MHH LEBAO, Hannover)

(Sigma, Deisenhofen)

(Sigma, Deisenhofen)

(Invitrogen, Karlsruhe)

(Thermo, Pittsburgh)

(Sigma, Deisenhofen)

(BiochromAG, Berlin)

(Invitrogen, Karlsruhe)

(Sigma, Deisenhofen)

(Invitrogen, Karlsruhe)

(Sigma, Deisenhofen)

(PeproTech, Hamburg)

(PeproTech, Hamburg)

(Organische Chemie, Leibniz Universitat,
Hannover)

(Merck, Darmstadt)

(Invitrogen, Karlsruhe)

(Merck, Darmstadt)

(Sigma, Deisenhofen)

(Invitrogen, Karlsruhe)

(PAA, Colbe)

(Sigma, Deisenhofen)

(BiochromAG, Berlin)
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X-B-Gal

2.1.4. Losungen und Puffer

Dulbecco’s Phosphat Buffered Saline (DPBS) (1x)

Farbepuffer:

Gelatineldsung:

Gelelektrophorese-Puffer (25 x TAE-Puffer):

Kollagenase IV Ldsung:
PBS w/o:

4 % PFA:

Pl-Losung:
Poly-L-Lysin-Lésung:

TBS (10x):

TBS+ (Blockpuffer):

Trypanblaulésung:

Trypsin-Lésung:

X-Gal-Féarbeldsung:

(Roth, Karlsruhe)

(Invitrogen, Karlsruhe)
1% BSA in PBS w/o

1 % (10g/L) in PBS mit Ca**/Mg”*

1 M Tris-acetet

25 mM Essigsaure
25 mM EDTA

pH 8,0

0,2 % in DMEM

1 Tablette in 200 ml bidest H,O
in PBS w/o

1:75 in PBS w/o

1:10 in bidest. H,O

0,5 M Tris(hydroxymethyl)aminomethan
1,625 M NacCl

auf 4 | mit H,O auffillen

pH 7,6

95 % 1x TBS
0,025 % Triton-X-100
5 % Serum des Tieres, aus dem der

Sekundarantikorper isoliert wurde
1:10 in bidest. H,O

Trypsin/EDTA Ldsung 0,05/0,02 % (w/v) in
10 % PBS

1 M MgCl,

500 mM KzFe(CN)g

500 mM K4Fe(CN)g x H,O
1 mg/ml X-B-Gal-Substrat
97,5 % PBS w/o
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2.1.5. Gebrauchsfertige Kits

ABSOLUTE™ QPCR SYBR® GREEN MIX

Go-Taq Polymerase

ImaGeneGreen™ C12FDG LacZ Gene Expression Kit
NucleoSpin RNA Il Kat. 740955.250
RevertAid™" H Minus First Strand cDNA Synthese Kit

2.1.6. Molekulargewichtsmarker

Small SmartLadder SF™
(9 Banden zwischen 100 bp und 1.000 bp)

Abb. 2.1: Molekulargewichtsmarker Small SmartLadder

1000 100
800 80
700
600 60
~ 500
- 400 40
300
/ 200 20
", 100

Band size ng/band

2.1.7. Oligonukleotide

(Thermo Fisher Scientific, Braunschweig)

(Promega, Mannheim)

((Invitrogen, Karlsruhe))

(Macherey Nagel, Diuren)

(Fermentas, ST Leon-Rot)

(Eurogentec, Seraign, Belgien)

Tabelle 2: Oligonukleotide fur Differenzierungsnachweise in Maus

Amplifikat-
Bezeichnung Sequenz 5> 3 Ziel groie T Annealing
cDNA (bp)
r B-actm sense CTTGATCTTCATGGTGCTAGGA gi 145066868 312 bp 63 °C
r g -actin ras GGTGCTGAAGGTAAATGTGTCA
CCSP sense CCAGCTGAAGAGACTGGTGGATAC gi 134053927 180 bp 63 °C
CCSP ras AGGAGCCGAGGAGACACAGG
GAPDH sense GGC CAA GGT CAT CCA TGA . o
GAPDH ras TCA GTG TAG CCC AGG ATG gi 7669491 352 bp 55°C
Foxa2 sens GCTCATGTATGTGTTCATGCCATTC gi 153945803 294 bp 63 °C
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Foxa2 ras GGAGCCGTGAAGATGGAAGG
FoxLias AcAGGEToRGGGGoAGTOG | 91220698375 | 177kp | 63°C
S r— L
cu e | xcowecooionceiet gossas | stoty | 63
i R T Gil46134353 | le4bp |  63°C
Tubbd ras- | ocasencesemooncrans ] 9101981998 | 1sbp | 63°C
2.1.8. Antikorper
2.1.8.1. Primarantikorper fur Immunfluoreszens
Tabelle 2: Primarantikorper
Antigen Isotyp Konzentration | Verdunnung Hersteller
Anti.human SOX17 Goat, 0,2 mg/ml 1:200 R&D Systems, Wiesbaden
monoklonal,
1gG
CC10 (T-18) Goat, 0,2 mg/ml 1:100 Santa Cruz, Heidelberg
polyklonal,
19G
FOXA2 Rabbit, 1 mg/ml 1:1000 Millipore, Darmstadt
polyklonal,
19G
OCT 3/4 Mouse, 0,2 mg/ml 1:100 Santa Cruz, Heidelberg
monoklonal,
19G2s
SOX2 Goat, 0,2 mg/ml 1:200 Santa Cruz, Heidelberg
polyklonal,
IgG
TTF1 Mouse, 0,088 mg/ml 1:200 Invitrogen, Karlsruhe
monoklonal,
19G;
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2.1.8.2. Isotypenkontrollen fir Immunfluoreszens

Normal Goat IgG 1 mg/ml

Normal rabbit 1gG 10 mg/ml
Mouse 1gG.g 0,1 mg/ml
Mouse 1gG; 0,1 mg/ml

(R&D Systems, Wiesbaden)
(Millipore, Darmstadt)

(Dako, Glostrup, Denemark)

(Dako, Glostrup, Denemark)

2.1.8.3. Sekundarantikérper fur Immunfluoreszens

Tabelle 3: Sekundéarantikdrper

Sekundarantikorper Konzentration Verdiinnung Hersteller
Donkey DyLight 488 anti-rabbit IgG 1,5 mg/ml 1:300 (Jackson, Baltimore, USA)
Donkey DyLight 549 anti-mouse 1gG 1,5 mg/ml 1:300 (Jackson, Baltimore, USA)
Donkey DyLight 488 anti-mouse 1gG 1,5 mg/ml 1:300 (Jackson, Baltimore, USA)
Donkey DyLight 549 anti-goat 19G 1,5 mg/ml 1:300 (Jackson, Baltimore, USA)
Donkey Cy5 anti-Goat 1gG 1,5 mg/ml 1:300 (Jackson, Baltimore, USA)

2.1.8.4. Primarantikdrper fur Durchflusszytometrie (FACS)

Tabelle 4: Primarantikorper fir FACS

Bezeichnung Konzentration Verdinnung Hersteller
CD4-APC human Img/ml 1:10, 1:100 (Miltenyi Biotec, Gladbach)
2.1.8.5. Isotypenkontrollen fur FACS
Tabelle 5: Isotypkontrollen fir FACS

Bezeichnung Konzentration Verdinnung Hersteller
Mouse-APC human Img/ml 1:10, 1:100 (Miltenyi Biotec, Gladbach)
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2.1.9. Medien

2.1.9.1. Basalmedien

Dulbecco's Modified Eagle Media (DMEM) (Invitrogen, Karlsruhe)
high glucose, ohne L- Glutamin

DMEM fur Kollagenase (Invitrogen, Karlsruhe)
Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM)+ (Invitrogen, Karlsruhe)
GlutaMAX

Advanced Roswell Park Memorial Institute (RPMI) (Invitrogen, Karlsruhe)

2.1.9.2. Kulturmedium far murine embryonale Fibroblasten (Fibroblastenmedium)

90 % DMEM

10 % Fotales Kalberserum (FCS) (PAA, Colbe)
1 % MEM nicht essentielle Aminosauren

2 mM L-Glutamin

2.1.9.3. Kulturmedium fir murine embryonale und induzierte pluripotente

Stammzellen (Kultivierungsmedium)

85 % DMEM

15 % FCS (PAA,Cdlbe)

1% MEM nicht essentielle Aminosauren
0,2 mM L-Glutamin

0,1 mM 3-Mercaptoethanol

10 % LIF

Fur die Gelatinekultur (FB-frei) wurden zuséatzlich 5 % GSKS3-Inhibitor eingesetzt.

2.1.9.4. Einfriermedium fir murine embryonale Fibroblasten

90 % FCS (PAA, Colbe)
10 % DMSO
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2.1.9.5. Einfriermedium fir murine embryonale und induzierte pluripotente

Stammzellen

60 % Kultivierungsmedium
20 % DMSO
20 % FCS (PAA, Colbe)

2.1.9.6. Serumhaltiges Differenzierungmedium (IMDM) fur Embryoid Bodies (EBs)

85 % IMDM

15 % FCS von Tag 0 bis Tag 7 (HyClon, Logan, UK)
15% SR von Tag 7 bis Ende der Differentierung

1 % MEM nicht essentielle Aminoséuren

0,2 mM L-Glutamin

0,1 mM mM 3- Mercaptoethanol

2.1.9.7. Serumfreies Differenzierungmedium (RPMI) fur Monolayer (ML)

100 % advanced RPMI
0,2 mM L-Glutamin
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2.2. Methoden

2.2.1. Methoden zur Zellkultivierung

Da Zellkulturmedien, sowie die Inkubation der Zellkulturen im Brutschrank bei 37 °C, 5 %
CO, Gehalt und 95 % Luftfeuchtigkeit ein optimales Biotop fur Mikroorganismen wie Pilze,
Hefen und Bakterien bieten, verlief das Arbeiten mit eukaryotischen Zellen unter sterilen
Bedingungen und unter einer Sterilen Werkbank, um dessen Kontamination und negativen
Beeinflussung durch  Mikroorganismen zu verhindern. Zudem wurden alle
Gebrauchsgegenstande vor der Anwendung mit 70 %igem Ethanol abgespriiht, sowie
Lésungen und Medien entsprechend durch Autoklavieren, Trockenhitze oder Sterilfiltration
sterilisiert. Die Langzeitlagerung hochgezogener und isolierter eukaryotischer Zellen fand in
flissigem Stickstoff statt.

2.2.1.1. Zellzahlbestimmung

Um eine Bestimmte Menge an Zellen pro Kulturgefald auszuséen, musste die Zellzahl
ermittelt werden. Dafir wurde eine Neubauerzahlkammer verwendet. Nach pelletieren der
Zellen wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet in eine &aquivalente Menge
Kultivierungsmedium aufgenommen. Da nur die vitalen Zellen bestimmt werden sollten,
wurden 10 pl Zellsuspension mit 90 ul Trypanblau 1:10 versetzt. Das Zytoplasma toter
Zellen wird durch das Trypanblau dunkelblau angefarbt, womit eine Unterscheidung heller
erscheinender lebender Zellen méglich ist. Die Zahlkammer wurde fur die Zahlung mit
einem Deckglaschen bestiickt und ein Tropfen des Zellsuspensionsgemisches unter das
Deckglas auf die Kammer pipettiert. Es wurden alle lebenden Zellen in vier Gro3quadraten

unter dem Mikroskop ausgezahlt und die Zellzahl mit folgender Formel bestimm:

N ¥

-_:x

Q-Vy 7z
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N = Anzahl der gezahlten Zellen (Zellen)

Q = Anzahl der ausgezahlten Gro3quadrate

Vs = eingesetztes Gesamtvolumen (Trypanblau + Zellsuspension)
Vz =Volumen der eingesetzten Zellsuspension

Vk = Kammervolumen tiber einem GroRRquadrat (=10 ml)

X = Zelldichte (Zellen/ml)

2.2.1.2. Beschichtung von ZellkulturgefaRen

Fir eine bessere Anheftung der Zellen an den Kulturgefaf3boden wurden Kulturgefal3e mit
verschiedenen Matrixmolekihlen beschichtet.

Fiur das Ausséen von wachstumsinaktivierten MEFs wurden 6-Well-Platten der Firma Nunc
verwendet, die mit 1 %iger Gelatine beschichtet wurden. In 100 ml PBS mit Mg?*/Ca®*
(DPBS) wurde 1 g porcine Gelatine (Typ A) geldst, oder schon fertig angesetzte 1 %ige
Gelatine im Wasserbad bei 37 °C verflissigt. Die verflussigte Gelatine wurde in jede
Vertiefung einer 6-Well-Platte pipetiert und fir mindestens 20 min bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde die Gelatine abgenommen. Die Platte wurde mit
etwa 1 ml pro Vertiefung mit DPBS gewaschen und mit 2 ml MEF-Medium benetzt.

Fiur die feederzellfreie Kultivierung und Passagieung vom mES- und miPS-Zellen, sowie
Differentierungen von Embryoid bodies (EBs) wurden 6-Well-Platten mit einer 0,1 %igen
Gelatinebeschichtung verwendet. Dazu wurde die fertig angesetzte 1 %ige Gelatine im
Wasserbad bei 37 °C verflissigt und 1:10 mit DPBS verdinnt. Die beschichtete 6-Well-
Platte wurde mindestens fur 20 min bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Anschliel3end
wurde das hydrolysierte Kollagen abgenommen und mit offener Platte unter der sterilen
Werkbank getrocknet, bis der Kulturboden milchig-trib erschien. Jede Vertiefung der 6-
Well-Platte wurde nun mit 3 ml Kultivierungsmedium benetzt.

Differentierungen des Typs Mono Layer (ML) wurden auf Platten mit 0,1 %iger Gelatine und
5 pg/ml Fibronektin (bovines) gehalten. Nachdem die 0,1 %ige Gelatine getrocknet war,
wurde 5 pg/ml Fibronektin, welches in DPBS verdinnt wurde, auf die Vertiefungen pipetiert.
Damit sich die bereits getrocknete Gelatine nicht wieder verflissigte und sich somit ein Film
von Fibronektinmolekilen dartber bilden konnte, wurde die 6-Well-Platte fir mindestens 1

h bei 4 °C inkubiert. Anschlie3end wurde das Fibronektin verworfen und Medium vorgelegt.
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2.2.1.3. Isolierung muriner embryonaler Fibroblasten

Murine embryonale Fibroblasten, oder auch als Feeder bezeichnet (MEFs), wurden zur
Erhaltung der Pluripotenz von undifferenzierten murinen embryonalen Stammzellen (mES-
Zellen), sowie murinen induzierten pluripotenten Stammzellen (miPS-Zellen) verwendet. Als
Zellunterlage in einer Co-Kultur wurde der undifferenzierte Zustand von mES- und miPS-
Zellen Uber die Abgabe bestimmter Faktoren in das Zellkulturmedium gewahrleistet.

Zur Isolierung von MEFs wurden Mauseembryonen (13 d.p.c.) verwendet. Dazu wurden
trachtige weibliche Mause durch Uberstreckung des Schwanzes getttet. Zur Desinfektion
wurden die Muttertiere grundlich mit 70%igem Ethanol abgespruht. Der Bauchraum der
Méause wurde mit Hilfe eines Skalpels unter der Sterilen Werkbank gedffnet. Nachdem die
Uteri vorsichtig herausprapariert wurden, wurden diese zur T6étung der Tag 13 Embryonen
in eiskaltem PBS ohne Ca®*/Mg*" (PBS w/o) Uiberfiihrt. Im PBS w/o wurden anschlieRend
die Embryonen aus den Uteri entnommen und GliedmaRRen, Kopf sowie Innereien der
Foten entfern. Darauf folgte ein 3-maliges waschen der Reste der Embryonen mit 10 ml
PBS w/o. Mit Hilfe von 2 ml 0,05 % / 0,2 % Trypsin/EDTA (TE) wurden die Reste mit einer
geeigneten Schere fir 14 min zerkleinert. Durch zusatzlicher Zugabe von 15 ml TE und
Uberfiihrung der Zellsuspension in einem 250 ml Erlenmeierkolben wurde die Dissoziation
des Gewebes fur 15 min bei 37 °C auf einem Magnetrihrer im Brutschrankt fortgesetzt.
Zum Abstoppen der Reaktion wurden 51 ml Fibroblastenmedium (MEF-Medium)
verwendet. Nach Resuspension des Gemisches durch auf- und abpipettieren mit einer 10
ml Pipette wurde die Suspension noch einmal mit 22 ml PBS w/o verdinnt und
anschlieRend tber ein Zellsieb mit 100 um Porendicke filtriert. Das Filtrat wurde fir 10 min
bei 500 x g bei 4 °C pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellpelltets in je 2 ml
MEF-Medium aufgenommen, gepoolt und anschlieRend die Zellzahl Uber eine
Neubauerzahlkammer bestimmt. Die Zellen wurden dann mit einer Dichte von 3 x 10° pro
100 x 20 mm Kulturgewebsschalen in 10 ml MEF-Medium ausgesat. Am darauffolgenden
Tag wurde ein Mediumwechsel durchgefuhrt, um abgestorbene Zellen zu entfernen. Die
Zellen wurden bis zu einer vollstdndigen Konfluenz im Zellbrutschrank bei 37 °C und 5 %
CO; Gehalt inkubiert und fir eine Langzeitlagerung in 90 % / 10 % FCS / Dimethylsulfoxid
(DMSO) im flussigen Stickstoff eingefroren.
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2.2.1.4. Auftauen, Kultivieren, Inaktivieren und Einfrieren von MEFs

Fur das Auftauen der MEFs wurden zunadchst 9 ml pro Kryor6chen MEF-Medium kalt
gestellt. Das Kryor6hrchen, in dem die Zellen gelagert wurden, wurde direkt aus dem
flissigen Stickstoff bei 37 °C im Wasserbad geschwenkt und vorsichtig angetaut, bis nur
noch ein kleiner Eisklumpen vorhanden war. Die angetaute 1 ml Zellsuspension wurde in
das vorgekuhlte MEF-Medium Uberfuhrt und bei 500 x g fir 5 min und bei 4 °C zentrifugiert.
Wahrenddessen wurde pro Kryoréhrchen eine 150 x 20 mm Gewebekulturschale mit 20 ml
vorgewarmten Medium befiillt. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und das
Zellpellet in 5 ml Medium aufgenommen, resuspendiert und in die jeweilige Schale
ausgeséat. Es folgte eine tUber Nacht Inkubation bei 37 °C, 5 % CO, Gehalt und 95 %
Luftfeuchtigkeit im Brutschrank. Am darauffolgenden Tag wurde ein Mediumwechsel
durchgeflihrt. Alle zwei bis drei Tage, nachdem die Zellen eine 80 bis 90 %ige Konfluenz
erreichten, wurden diese, je nach Proliferationsgeschwindigkeit, zwischen 1:2 und 1:3
passagiert. Dafir wurde zunachst das Kulturmedium entfernt und der Zellrasen zwei Mal
mit PBS w/o gewaschen. Zum Abldsen der Zellen von dem Schalenboden wurden die
Zellen in 8 ml TE bei 37 °C und 5 % CO, fir 3 bis 5 min inkubiert. Das Ablésen des
Zellrasens wurde nach der Inkubation zusatzlich durch Klopfen am Schalenrand geftrdert.
Durch die dreifache Menge an MEF-Medium wurde die Reaktion gestoppt und
anschlieBend bei 4 °C und 500 x g fir 5 min pelletiert, Uberstand verworfen und
anschlieBend im entsprechenden Volumen MEF-Medium resuspendiert und ausgesat.
Bevor die MEFs als Kultivierungsgrundlage fur mES- und miPS-Zellen verwendet werden
konnten, wurden die MEFs bis Passage 3 gesplittet und letztendlich mit y-Strahlung
behandelt und somit wachstumsinaktiviert. Fur die Bestrahlung wurden die Zellen wie beim
Passagieren vereinzelt. Um eine optimale Bestrahlung der Zellen zu gewahrleisten, wurden
hochstens vier Pellets in ein 50 ml Falcon gepoolt und auf 50 ml mit MEF-Medium aufgefullt
und anschlieend mit 30 gy bestrahlt. Darauf folgte eine Zellzahlbestimmung mit einer
Neubauerzahlkammer. Fur das optimale Verhaltnis bestrahlte MEFs (FB) zu mES- oder
miPS-Zellen in der Kultur sollten pro 6-Well 0,35 x 10° FB ausgesat werden. Somit wurden
pro Kryoréhrchen 2,4 x 10° Zellen in 90 % / 10 % FCS/DMSO zur Langzeitlagerung in
flissigen Stickstoff eingefroren.

Vor dem Auftauen der FBs wurde zunéchst pro Kryoréhrchen eine 6-Well-Platte mit 1 %
Gelatine 20 min bei 37 °C im Brutschrank beschichtet und danach mit DPBS gewaschen.

Anschlie3end wurden pro 6-Well 2 ml MEF-Meidum vorgelegt. Nach dem Auftauen der FBs
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wurde das Pellet in 6 ml MEF-Medium aufgenommen homogenisiert und auf die
vorbeschichtete 6-Well-Platte verteilt. Nach tGber Nacht Inkubation konnten die ausgesaten

Zellen fur die Kultur von mES- oder miPS-Zellen verwendet werden.

2.2.1.5. Kultivierung von mES- und miPS-Zellen

Zur Pluripotenzerhaltung wurden mES- und miPS-Zellen auf einem Monolayer von FB und
in Kombination mit LIF haltigem Kultivierungsmedium in einer 6-Well-Platte kultiviert. Vor
dem Ansatzen einer Differenzierung wurden die Stammzellen mindestens 2 Passagen FB
frei kultiviert, um ein falsch positives Ergebnis zu umgehen (N&heres siehe Abbschnitt
2.2.1.6.1)).

Alle drei bis vier Tage wurden die pluripotenten Kolonien vereinzelt, passagiert und

entweder auf frischen FB oder frisch beschichteten 6-Well-Platten ausgesat.

2.2.1.5.1. Das Auftauen, Passagieren und Einfrieren von pluripotenten murinen Zellen

Eine Langzeitlagerung von mES- und miPS-Zellen fand im flissigen Stickstoff statt. Bevor
die Zellen aufgetaut wurden, wurde zunachst Kultivierungsmedium fur mES- und miPS-
Zellen auf Eis kalt gestellt. Zusatzlich wurden auf den vom Vortag vorbereiteten FB'’s je 6-
Well 2 ml Kultivierungsmedium pipettiert und im Brutschrank aufgewarmt. Das
Kryoréhrchen, in dem sich die mES- oder miPS-Zellen befanden, wurde vorsichtig bei 37
°C im Wasserbad so lange geschwenkt, bis nur noch ein kleiner Eisklumpen von Zellen zu
sehen war. Die angetaute 1 ml Zellsuspension wurde mit einer 1000 pl Pipette vorsichtig in
ein 15 ml Falcon Uberfuhrt. Daraufhin wurden 6 ml vorgekihltes Kultivierungsmedium
tropfenweise unter Schitteln vorsichtig zupipettiert. Nach einer 3 minitigen Zetrifugation
bei 140 x g wurde das Zellpellet in 1 ml Kultivierungsmedium aufgenommen und auf die
vorbereitete 6-Well Platte mit FB ausgesat. Alle 3 bis 4 Tage wurden die angewachsenen
Kolonien passagiert. Um die mES- und miPS-Zellen von den FB'’s abzul6sen, wurden die
Kolonien mit (je 6-Well) 500 pl 0,2 %iger Collagenase IV im Brutschrank bei 37 °C flr 3 min
enzymatisch dissoziiert. Fur eine Reaktionsabschwachung der 500 pl Collagenase IV
wurde diese mit mindestens 1 ml PBS w/o verdinnt. Die abgeldsten Kolonien wurden bei
140 x g fur 3 min pelletiert. Zur Zellverereinzelung der Kolonien wurde das Pellet in 500 pl
ES-Trypsin aufgenommen und bei 37 °C im Wasserbad fur 30 sec kréftig geschwenkt.

Sofort wurde die enzymatische Reaktion durch die Zugabe der dreifachen Menge an FCS
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haltigem Medium gestoppt. Nach letzter Zentrifugation wurde das Zellpellet in 1 ml
Kultivierungsmedium vorsichtig resuspendiert und 3 x 10° Zellen pro 6-Well ausgesat. Die
darauffolgenden 3 bis 4 Tage wurden die mES- und miPS-Zellen im Brutschrank bei 37 °C
und 5 % CO; Gehalt inkubiert.

Fur eine Langzeitlagerung wurden die mES- und miPS-Zellen in 60 % / 20 % / 20 %
Kultivierungsmedium / DMSO [/ FSC (ES-Einfriermedium) in flissigem Stickstoff
eingefroren. Wie beim Passagieren wurden die Kolonien zun&chst mit 0,2 %iger
Collagenase IV enzymatisch dissoziert und die Reaktion durch Verdiinnung abgeschwacht.
Nach Pelletierung der Kolonien bei 140 x g fir 3 min wurde der Uberstand verworfen und
das Pellet in 500 pl eisgekihltem Kultivierungsmedium tberfihrt. Unter Schitteln wurde
pro Pellet 500 pl ES-Einfriermedium vorsichtig zugetropft. Das 1 ml Zellgemisch wurde in
ein Kryordhrchen dberfihrt. Zum langsamen und schonenden Einfrieren der Zellen wurde
das Kryordhrchen im Nalgene™ Cryo 1 °C Freezing Container bei — 80 °C tber Nacht
gelagert. Am darauf folgenden Tag wurden die Zellen zur Langzeitlagerung in den flissigen
Stickstoff tberfuhrt.

2.2.1.6. Die Differenzierung von mES- und miPS-Zellen

2.2.1.6.1. Die FB - freie Kultivierung von mES- und miPS-Zellen

Vor Einleitung der Differenzierung von mES- und miPS-Zellen wurden diese fur mindestens
2 Passagen und hochstens 10 Passagen FB-frei auf 0,1 % Gelatine kultiviert, um somit ein
falsch positives Ergebnis durch FB kontaminierter Differenzierungskulturen zu umgehen.
Zum Pluripotenzerhalt der mES- und miPS-Zellen wurde zusatzlich zum selbstproduzierten
hekLIF 0.5 pM Glycogen Synthase Kinase-3 Inhibitor (GSK-i) dem Kultivierungsmedium
zugesetzt. Das Passagieren der pluripotenten Zellen auf FB-freier Basis wurde &hnlich wie
das Passagieren auf FB durchgefuhrt. Allerdings wurde das Ablésen der Kolonien mit der
0,2 % Collagenase IV statt 3 min nur 30 sec im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Die

Kolonien wurden auch hier alle 3 bis 4 Tage vereinzelt und Passagiert.

2.2.1.6.2. Die EB - basierte Differenzierung von mES- und miPS-Zellen

Nach Vereinzelung der pluripotenten Zellen wurde das Pellet in einer adaquaten Menge

Serum-haltigem Differentierungsmedium (IMDM) far das EB-basierte
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Differenzierungsprotokoll  tUberfihrt. Das IMDM enthielt neben des Iscove's Modified
Dulbecco’s Medium zusatzlich 0,1 mM nicht essentielle Aminosauren, 0,2 mM L-Glutamin
und 0,1 mM [B-Mercaptoethanol. Das IMDM wurde in den ersten sieben Tagen der
Differenzierung mit 15 % fetalem Kalberserum (FCS) versetzt, welches anschliel3end bis
zum Ende der Differenzierung durch 15 % Serum Replacment (SR) ersetzt wurde.

Zur Einleitung einer EB-basierte Differenzierung wurden 600 vereinzelte pluripotente Zellen
pro 20 pyl IMDM an Tag 0 zu einem EB getropft (,hanging drops®). An Tag 3 der
Differenzierung wurden die EBs in Petrischalen tberfuhrt und fir zwei weitere Tage in
Suspension kultiviert. An Tag 5 wurden jeweils 10 EBs pro Vertiefung einer 6-Well-Platte
ausgesat, welches mit 0,1 % Gelatine beschichtet war. Bis zum Ende der Differenzierung

wurde alle zwei bis drei Tage ein Mediumwechsel durchgefunhrt.
2.2.1.6.3. Die ML - basierte Differenzierung von mES- und miPS-Zellen

Vor Einleitung der ML-basierten Differenzierung wurden die undifferenzierten mES- und
iPS-Zellekolonien vereinzelt. Fur die Differenzierung wurden zwei voneinander
unabhéngige Basalmedien verwendet. Zum einen wurde das IMDM verwendet, welches
auch fur das EB-basierte Protokoll eigesetzt wurde, und zum anderen ein Serum-freies
Differenzierungsmedium (RPMI), welches zum Advanced Roswell Park Memorial Institute
1640 Medium (RPMI) 0,2 mM L-Glutamin enthielt.

Bei Verwendung des IMDM wurden an Tag O der Differenzierung 6 x 10° Zellen pro
Vertiefung einer 6-Well-Platte ausgesat, welche mit 0,1 % Gelatine und 5 pg/ml bovinem
Fibronektin beschichtet war. Alle 2 bis 3 Tage wurde ein Mediumwechsel durchgefihrt.
Anders hingegen bei Verwendung des RPMI‘s. 6 x 10° vereinzelte pluripotente Zellen
wurden an Tag -1 der Differenzierung in Kultivierungmedium ausgesat. Nachdem die Zellen
Uber Nacht im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO, Gehalt adhérent wurden, wurde am
darauffolgenden Tag (Tag O der Differenzierung) das Kultivierungsmedium durch das RPMI
ersetzt. Auch hier erfolgte ein Mediumwechsel alle 2 bis 3 Tage.

Fur die Differenzierung in Richtung definitivem Endoderm (DE) wurde dem RPMI entweder
50 ng/ul Activin A, 5 uM IDE-1 oder 5 uM IDE-2 von Tag 2 bis Tag 6 zugesetzt.

Die Differentierung von mES- und miPS-Zellen in Richtung Atemwegsepithel-dhnlichen
Zellen hielt 26 Tage an. Fir die Initiierung der Differenzierung Richtung Atemwegsepithel-
ahnlichen Zell wurde zum einen 20 ng/ml rekombinantes humanes KGF (Keratinocye

Growth Factor, oder auch als FGF-7 bekannt) verwendet, welches an verschiedenen
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Zeitpunkten der Differenzierung dem RPMI zugesetzt wurde. Zudem wurde von Tag 14 bis
Tag 26 die drei Faktorkomponente DCI (10 nM Dexamethason, 0.1 mM 8-Bromoadenosin
3’,5’-cyclic Monophosphat Sodium und 0.1 mM 3-Isobutyl-1-Methylxanthin) eingesetzt, die

entweder in Kombination mit oder ohne KGF verwendet wurde.

2.2.1.7. Herstellung der miPS-Klone aus der CCSP-rtTA2°-M2/GFP-tetOs-lacZ

doppel-transgenen Maus

Unter der Verwendung eines polycistronischen lentiviralen Reprogramierungsvektors (OKS)
konnte die Arbeitsgruppen von Prof. Dr. Cantz (Hannover) die miPS-Klone C1L9 und
C1L17 aus Schwanzspitzenfibroblasten der CCSP-rtTA2%-M2/GFP-tetO;-lacZ doppel-
transgenen Maus generiert [205]. Fur die Generierung der doppel-transgenen Maus wurde
die CCSP-rtTA2°-M2 Activatormauslinie 76 mit der Reportermaus GFP-tetO-lacZ gekreuzt.
Die Kreuzung wurde durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Mall in Heidelberg
unternommen.

Der Transaktivator wird unter einem tetrazyklinabhangigen Ratten-CCSP-Promotor
exprimiert. In Anwesenheit des Transaktivators wird das Promotorelement tetO; aktiviert,
welches die Expression von GFP und LacZ kontrolliert.

Das bedeutet, dass die aus der doppel-transgenen Maus generierten miPS-Klone nur dann
GFP und lacZ exprimieren, wenn zum einen CCSP exprimiert wird und ein Tetrazyklin (hier
Doxyzyklin) anwesend ist, wodurch auch der Transaktivator exprimiert wird, der fur die

Induktion des bidirektionalen LacZ/GFP Promotors sorgt.
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2.2.2. Methoden zur Zellcharakterisierung

2.2.2.1. Immunfluoreszenzfarbung

Fur den Nachweis relevanter Proteine werden spezifische Immunglobuline (primarer
Antikorper) verwendet, die an das jeweilige Protein binden. Uber fluoreszensmarkierte
sekundare Antikorper, die wiederum an den primaren Antikérper binden, kdnnen
anschlieRend die relevanten Proteine visualisiert werden.

Nach Fixierung der Zellen bzw. Gewebeschnitte mit 4 % Paraformaldehyd wurden diese 3 x
mit PBS w/o gewaschen. Um unspezifische Bindungen des sekundaren Antikdrpers zu
vermeiden, wurden die Proben 20 min mit 1 x TBS+ bei Raumtemperatur (RT) geblockt,
welches Serum von dem Tier enthielt, aus dem der sekundare Antikérper stammte. Nach
drei maligem waschen mit PBS w/o wurden die Praparate mit dem entsprechenden in
Farbepuffer verdinnten primaren Antikdrper fur mindestens 1 h bei RT und maximal 24 h
bei 4 °C inkubiert. Nach erneutem Waschen wurde eine weitere Inkubation mit dem
sekundaren Antikorper fur 30 min bei RT angesetzt. Zur Darstellung der Zellkerne wurden
die Proben nach einem letzten Waschschritt fur 15 min bei RT mit DAPI (1,7 pg/ml in
Farbepuffer) inkubiert.

Fur die mikroskopische Analyse wurden Zellen auf Well-Platten mit PBS w/o benetzt und
Gewebeschnitte mit Mountingmedium eingedeckelt. Mit Hilfe des Axio Observers Al der

Firma Zeiss wurden die Farbungen mikroskopisch beurteilt.

2.2.2.2. Farbung von B-Galaktosidaseaktivitdt mit 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-
galactopyranosid (X-Gal-Farbung)

Die aus der doppel-transgenen CCSP-rtTA2°-M2/GFP-tetO;-lacZ Maus hergestellten miPS-
Klone C1L9 und C1L17 wurden an Tag 26 der Differenzierung mit einem Substrat der B-
Galaktosidase gefarbt, das nach seiner Hydrolyse und Oxidation ein Indigoderivat bildet
und blau ausfallt.

Fur die CCSP-abhangige LacZ Expression wurden Differenzierungskulturen von Tag 24 bis
Tag 26 mit 1 pg/ml Doxycyclin behandelt. An Tag 26 wurden die Differenzierungskulturen
mit 4 % Paraformaldehyd fixiert und anschlielend 2 x mit PBS w/o gewaschen. Zur
Permeabilisierung der Zellen wurde fir 10 min mit 0,2 % Triton X-100 bei RT inkubiert und

4 x mit PBS w/o gewaschen. Fur die X-Gal-Farbelésung wurden 2 mM Magnesiumchlorid
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(MgCl,), 5 mM Kaliumhexacyanoferrad (Ill) (KsFe(CN)g), 5 mM Kaliumhexacyanoferrad (1V)
(K4Fe(CN)g x 3H,0) und 1 mg/ml X-Gal-Substrat in PBS w/o gel6ést und auf 37 °C erwarmt.
Die vorgewarmte Losung wurde auf die Zellen gegeben und bei Dunkelheit und 37 °C fur 2
bis 4 h inkubiert. Nach Eintritt der Blaufarbung wurde die Substratlosung entfernt, 2 x mit

PBS w/o gewaschen und sowohl makroskopisch als auch mikroskopisch analysiert.

2.2.2.3. Farbung von B-Galaktosidaseaktivitat mit ImaGene Green™ C1,FDG lacZ

Gene Expression Kit

Anders als das X-Gal ist das verwendete Substrat im ImaGreen™ C31,FDG lacZ Gene
Expression Kit fur vitale Zellen ungiftig, so dass die B-Galaktosidaseaktivitat auch in
lebenden Zellen analysiert werden konnte. Hierbei wird tber Hydrolyse und Oxidation des
C12FDG ein griun fluoreszierendes Derivat gebildet, welches anschlieBend unter dem
Fluoreszensmikroskop sichtbar gemacht werden kann.

Nach Induktion der CCSP-abhangigen LacZ Expression von Tag 24 bis Tag 26 mit 1 pg/ml
Doxycyclin, wurden an Tag 26 Differenzierungskulturen zunéchst fir 30 min bei 37 °C mit
300 uM Chloroquin behandelt, um die endogene B-Galaktosidase zu inhibieren und um
somit ein falsch positives Ergebnis zu umgehen. Die Chloroquinlésung wurde entfernt und
33 uM C1,FDG auf die Well-Platte gegeben, welches in vorgewarmtes DMEM ohne den
Indikator Phenol Rot angesetzt wurde. Es fand eine Inkubation der Losung bei 37 °C
zwischen 20 und 60 min statt, bis ein positives Signal zu detektieren war. Positive und
negative Bereiche wurden anschlieRend markiert und fir elektronenmikroskopische

Analysen oder Real Time gesammelt.
2.2.2.4. Die Transmissionselektronmikroskopie (TEM)

Die TEM-Analyse wurden von Prof. Dr. Andreas Schmiedel und Prof. Dr. Matthias Ochs an
der Medizinischen Hochschule in Hannover durchgefuhrt.

An Tag 26 einer Differenzierung wurden fur die X-Gal-Farbung positive Bereiche
ausgeschnitten und in Fixierungslésung (3% Glutaraldehyd in 0,1 M Na-Cacodylat/HCI
Puffer, pH 7,3) Uberfihrt und fir mindestens 4 h bei 4 °C inkubiert. Nach 5 minutiger
Zentrifugation wurde das Pellet in 0,15 M HEPES Puffer und 0,1 M Cacodylatpuffer
gewaschen. Durch eine Fixierung mit 1 % Osmiumtetroxid (OSO,) in 0,1 M Cacodylatpuffer

und dem darauffolgendem 2 maligem Waschen mit 0,1 M Cacodylatpuffer wurden
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ungesattigte Lipide zusatzlich stabilisiert. Nach erneutem Waschen mit destilliertem Wasser
wurden alle Bereiche zusammen 12 bis 18 h mit einem Gemisch aus Uranylazetat und
Wasser bei 4-8 °C gefarbt. Anschliel3end wurde die Zellsuspension in einer Azetonreihe
dehydriet (70%, 90 %, 100 % Azeton) und in Epon eingebettet. Von dem eingebetteten
Material wurde mit einem Ultra Mikrotom 70 nm Ultradiinnschnitte angefertigt. Diese
Schnitte wurden schliel3lich mit Bleicitrat und Uranylazetat gefarbt und mit einem

Elektronenmikroskop visualisiert.

2.2.2.5. Durchflusszytometrie (FACS)

Die zu analysierenden Zellen wurden zunéchst mit ES-Trypsin fir 30 sec bis 4 min bei 37
°C dissoziiert. 1-2 x 10° nicht markierter Zellen wurden in ein 96-Well einer V-Botton-Platte
uberfiihrt und bei 300 g fiir 2 min pelletiert. Der Uberstand wurde abgekippt und die Zellen
in entsprechender Antikérperverdinnung in PBS w/o fur 60 min bei 4 °C inkubiert. Nach
zweimaligem Waschen der Zellen mit PBS w/o wurde erneut zentrifugiert. Anschliel3end
wurden die Zellen in 200 bis 400 pl PBS aufgenommen und in FACS-Probenrdéhrchen
Uberfihrt. Um falsch positive Ergebnisse durch tote Zellen zu umgehen wurde zusatzlich
kurz auf Eis mit Propidiumjodid (PI) inkubiert. Dieses passiert die geschadigte Zellmembran
toter Zellen und kann somit bei einer Wellenlange von 590 nm detektiert werden. Die
Messungen wurden an dem Gerat FACSCalibur durchgefuhrt und die erhaltenen Daten

mittels der BD CellQust Pro Software analysiert.

2.2.3. Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1. RNA-Isolierung und cDNA-Synthese

Zur Gesamt-RNA-Isolierung wurde das NucleoSpin®RNA 1l Kit der Firma Macherey-Nagel
in Kombination mit TRIzol® verwendet.

Die Proben wurden in 500 bis 1000 pl TRIzol® aufgenommen, resuspendiert und 5 min bei
RT inkubiert. Nach versetzten mit Chloroform wurden die Proben 15 min bei 12.000 g
zentrifugiert. Die in der wassrigen Phase angesammelten Nukleinsduren wurden nach
Zentrifugation abpippetiert und mit 70 %igem Ethanol versetzt. Das Gemisch wurde auf die
vom Hersteller mitgelieferten RNA-Isolationssaulen dberfihrt und weiter laut

Herstellerangaben isoliert. Um kontaminierte genomische DNA zu entfernen wurde
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wahrend der Isolation direkt auf der Saule ein DNAse-Verdau durchgefuhrt. Dafir wurde 15
min bei 25 °C inkubiert. Die RNA wurde schlie3lich in 40 bis 60 ul RNAse-freies Wasser
eluiert.

Die Konzentration der isolierten Gesamt-RNA wurde zum einen tdber den RNA 600 nano
Chip ((Agilent 2100 Bioanalyzer, Agilent Technologies, Béblingen, Deutschland) oder dem
Spektrophotometer (Nano Drob) gemessen. Uber kapillarelektrophoretische Auftrennung
der RNA auf dem Chip kann die Konzentration bezogen auf einen Standard gemessen
werden. Anders als beim Nano Drop kann Uber die Darstellung der enthaltenen 18s und
28s rRNA eine Aussage Uber die Qualitat der isolierten RNA getroffen werden.

Zur Synthese eines komplementaren DNA-Stranges (cDNA) aus der isolierten Gesamt-
RNA wurde die virale Reverse Transkriptase verwendet. Die cDNA Synthese erfolgte mit
dem RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit laut Herstellerangaben. Dabei
wurden 750 ng RNA und OligoDT Primer fur die Synthese verwendet.

2.2.3.2. Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Fur die Analyse des Genexpressionsmusters von Zellkulturen wird die Eigenschaft der
DNA-Polymerase genutzt Tamplate DNA (hier cDNA) zu amplifizieren. Damit die
Polymerase das zu amplifizierende DNA-Fragment erkennt, werden zwei spezifische
Oligonukleotidprimer bendtigt, die an das jeweile 3’OH-Ende des komplementaren DNA-
Stranges binden. Davon ausgehend beginnt die DNA-Polymerase einen neuen
doppelstéangigen DNA-Strang (Elongation) zu generieren, indem Desoxyribonukleinsauren
(dNTP’s) eingebaut werden. Durch Temperaturerhdhung werden die Doppelstrange zu
komplementaren Einzelstrangen denaturiert, wodurch eine neue Anlagerung
(Annealingschritt) der Primer erfolgen kann. Abhéngig von der jeweiligen
Schmelztemperatur der Primer muss die Temperatur hierfir auf ca. 45-72 °C gesenkt
werden. Die Annealing-Temperatur der Primer richtet sich nach deren G/C und A/T-Gehalt
und sollte fir jedes Primerpaar individuell werden ermittelt. Durch mehrfache Wiederholung
des PCR-Zyklus wird eine exponentielle Zunahme der gewinschten DNA-Sequenz
erzeugt.

Die spezifischen Oligonukleotide wurden mithilfe der Software von Primer3 entwickelt und
Uber MWG Biotech AG synthetisiert. In Tabelle 6 ist das verwendete PCR Programm
dargestellt, wobei Tanneaiing VOM jeweiligen Primer abhangig war. Die verwendeten Primer
und dessen Tanneaiing SINd in Tabelle 1 Abbschnitt 2.1.4.3. aufgefiihrt. Die PCR-Reaktionen
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wurden nach dem in Tabelle 7 dargestellten Schema mit der Go-Taq Polymerase

durchgefuhrt.

Tabelle 6: Standard PCR Programm

Temperatur Zeit Zyklen
Denaturierung 94 °C 60 sec 1
Denaturierung 94 °C 60 sec
T Annealing X 60 sec } 30-35
Elongation 72 °C 90 sec
Elongation 72 °C 3 min 1
Pause 4°C 0

Tabelle 7: Pippetierschema einer PCR mit der Go-TagPolymerase

Reagenz Menge in pl

H20 15,75

5 x PCR-Puffer 5

10 pmol Primer reverse antisens 1

10 pmol Primer sens 1

10 mM dNTP’s 1

Go TagPolymerase (1,25 U/ul) 0,25

Gesamt 24 ul + 1 pl cDNA

2.2.3.3. Agarosegelelektrophorese

Bei der Gelelektrophorese wird die DNA mit Hilfe eines Spannungsfeldes nach ihrer Gré3e
getrennt. Die negativ geladene DNA fliel3t im elektrischen Feld von der Kathode zur Anode.
Die Wandergeschwindigkeit hangt dabei von Grof3e und Form (z.B. ringformige
superhelikale, ringférmige relaxierte oder lineare DNA) des DNA-Fragmentes und der
Konzentration des Gels ab. Mit Hilfe des interkalirenden organischen Farbstoffes
Ethidiumbromid (EtBr, 0,5 pg/ml) konnten die DNA-Fragmente unter dem UV-Licht (254
nm- 366 nm) visualisiert werden. Die Auftrennung der Fragmente erfolgte bei einer
Spannung von 130 Volt und 100 mA fir 45 bis 60 min. Mit dem GelDoc System erfolgte

anschlie3end eine Dokumentation der Ergebnisse.
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2.2.3.4. Quantitative Real Time PCR (qRT-PCR)

Fur eine Quantitative Aussage der Genexpression von Zellkulturen, wurde die Methode der
quantitativen PCR (qRT-PCR) am Mastercycler® ep realplex (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) verwendet. Mit Hilfe des nicht sequenzspezifischen Farbstoffes SYBR®
Green, der sich in doppelstrangige DNA interkaliert, war eine Quantifizierung maoglich.
Durch die Interkalierung des Farbstoffes in die doppelstangige DNA entsteht ein Komplex,
der bei einer Wellenlange von 520 nm emittiert wird. Somit kann nach jedem PCR-Zyklus
eine Fluoreszensintensitdt gemessen werden. Die Menge des PCR-Produktes ist dabei
proportional zur Menge des aufgenommen Farbstoffes. Da der Farbstoff nicht
sequenzspezifisch ist, muss durch eine Schmelzkurvenanalyse am Ende der qRT-PCR
sichergestellt werden, dass ein spezifisches Produkt amplifiziert wurde und demnach das
Fluoreszenssignal die tatsachliche Menge des gewiinschten Produktes reprasentiert. Uber
eine Schrittweise Temperaturerhéhung von 60 °C auf 95 °C, kommt es, je hach GC-Gehalt
des Produktes, bei einer spezifischen Temperatur zur vollstandigen Dissoziation. Dabei
wird der Farbstoff wieder freigesetzt und die abnehmende Fluoreszens kann verfolgt
werden. Bei unterschiedlichen Amplifikaten sind mehrere Schmelzpunkte zu erwarten. In
Tabelle 8 ist das verwendete gRT-PCR-Programm, in Tabelle 9 das qRT-PCR-Schema
dargestellt. Der PCR-Zyklus, bei dem das Fluoreszenssignal den Wert der
Hintergrundfluoreszens uberschreitet, wird als Ct-Wert beschrieben und ist wichtig fur die
Auswertung. Der Prozess befindet sich hier in der exponentiellen Phase. Das
Expressionslevel des Zielgens wurde Uber das Transkriptionslevel des Houskeepinggens B-
Actin Uber die ACt Methode normalisiert.

Tabelle 8: qRT-PCR Programm mit SYBR® Green

Temperatur Zeit Zyklen
Denaturierung 95°C 15 min 1
Denaturierung 95 °C 15 sec
TAnneaIinq X (63 OC) 1 min } 40
Elongation 72 °C 1 min
Elongation 95 °C 15 sec 1
Schmelzkurve 50-98 °C 10 sec (0,5 °C Schritte)
Pause o0
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Tabelle 9: Pippetierschema einer gRT- PCR mit SYBR® Green

Reagenz Menge in pl

SYBR Green® Super Mix (2x)
100mM KCI
40 mM Tris-HCI, pH 8,4
0,4 mM jedes dNTP’s 12,5
iTagPolymerase (50 U/ml)
6 mM MgCl,
SYBR Green®
20 nM fluoresein
Stabilisatoren

H.O 55

10 umol Primer reverse antisens 1

10 pmol Primer sens 1

Tamplate (CDNA) 5 (1:5 verdinnt)
Gesamt 25

2.2.4. Statistische Analyse

Fur eine statistische Analyse wurde das Programm Graph Prism 5 verwendet. Die
durchflusszytometrischen und die qRT-PCR Daten wurden mit dem nichtparametrischen
Mann-Whitney-U Test oder, im Falle von mehr als 2 Gruppen, mit dem nichtparametrischen
Kruskal-Wallis Test gefolgt vom Dunn's multiple comparison Test analysiert.

Die Werte sind als Mittelwert + SEM angegeben. Die Unterschiede wurden mit einer
Signifikans von p < 0,05 betrachtet.
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3. Ergebnisse

3.1. Charakterisierung der miPS-Klone C1L9 und C1L17

3.1.1. Vergleichbare Morphologie der undifferenzierten miPS-Klone mit einer gut
charakterisierten mES-Zelllinie

Ein typisches Merkmal undifferenzierter mES- und miPS-Zellen ist das Wachsen in Form
von Kolonien, die einen klar abgegrenzten, hellen, lichtbrechenden Rand (Abb. 3.1.) sowohl
auf Feeder (Abb. 3.1. A-C) als auch auf Gelatine (Feeder-frei) aufweisen (Abb. 3.1. D-F).
Durch das Passagieren beim Erreichen einer kritischen Gro3e der Kolonien konnten die
Kolonien unter Verwendung entsprechender Medienzusatze (siehe Abschnitt 2.7.4.) im
undifferenzierten Zustand gehalten werden. Zwischen den undifferenzierten miPS-Klonen
(siehe Abschnitt 2.2.1.7.) und der in der Arbeit verwendeten mES- Zelllinie [173] konnten im
Verlauf der Kultivierung keine Unterschiede im Bezug auf Morphologie und Verhalten

festgestellt werden.

Abb 3.1.: Keine morphologischen Unterschiede zwischen undifferenzierten mES- und miPS-Zellen.
Undifferenzierte mES- und miPS-Zellkolonien wurden alle 3 bis 4 Tage vereinzelt und entweder auf Feeder (A-C) oder
Feeder-frei auf 0,1 % Gelatine (D-F) passagiert. A&D: mES-Zelllinie BryFoxa2; B&E: miPS-Klon C1L9; C&F: miPS-Klon
C1L17. Messbalken 100 pum.
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3.1.2. Nachweis der Pluripotenz

Fur eine weitere Charakterisierung der Pluripotenz der miPS-Klone C1L9 und C1L17
wurden beide Klone mit Antikdrpern immunzytochemisch gefarbt, die gegen Oct 3/4 und
Sox2 gerichtet waren. Als Positivkontrolle wurde die gut charakterisierte mES-Zelllinie
BryFoxa2 mitgefarbt [173]. Als Negativkontrolle wurde die dazugehdorige Isotypkontrolle
verwendet, um die Spezifitdt der Primarantikbrper zu zeigen. Beide miPS-Klone waren
immunopositiv fur die Pluripotenzmarker Oct 3/4 (Abb. 3.2.A) und Sox2 (Abb. 3.2.B).
Zudem konnte mittels der gRT-PCR die Genexpression der pluripotenz-assoziierten Marker
Oct3/4, Sox2, Nanog und KIf4 verifiziert bzw. nachgewiesen werden (Abb. 3.3.).

Ein weiterer Nachweis fur die Pluripotenz von PS-Zellen ist die Fahigkeit zur
Teratombildung. Beide miPS-Klone, C1L9 und C1L17, brachten nach subkutaner Injektion
in immundefiziente Mause Teratome hervor. Nach einer H&E-Farbung konnte
ektodermales, mesodermales und endodermales Gewebe in den miPS-abgeleiteten

Teratomen nachgewiesen werden (Abb. 3.4.).

A

Phase Oct 3/4 Isotypkontrolle

miPS C1L9 mES BryFoxa2

miPS C1L17

Abb 3.2.A.: Die miPS-Zellen sind Oct3/4 immunopositiv.
Messbalkeb 100 pum.
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Abb 3.2.B.: Die miPS-Zellen sind Sox2 immunopositiv.
Messbalkeb 100 pum.
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Abb 3.3.: Die miPS-Klone C1L9 und C1L17 exprimieren Oct3/4, Sox2, Nanog und Klf4 mRNA.
gRT-PCR Analyse von Oct3/4, Sox2, Nanog und KIf4 in undifferenzierten miPS-Klonen C1L9 (rot) und C1L17 (blau) in
Relation zu mES-Zellen (grau) (n=1).
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Abb 3.4.: Die miPS-Klone C1L9 und CL17 bilden nach subkutaner Injektion in immundefiziente Mause Teratome.
H&E Farbung der miPS-abgeleiteten Teratome. Die Teratome weisen ektodermale, mesodermale und endodermale
Gewebeabschnitte auf. Messbalken 100 pm.

3.2. Die Differenzierung von mES- und miPS-Zellen zu definitivem Endoderm

3.2.1. Verstarkte endodermale Differenzierung in ML- versus EB-Kulturen von mES-

Zellen

Fur die Analyse der Bildung von definitvem Endoderm wurde eine mES-Zelllinie
verwendet, die unter dem Bry-Promotor eGFP und unter dem Foxa2-Promotor verkirztes
humanes CD4 (BryFoxa2) exprimiert [173]. Die Zelllinie wurde in serumhaltigem
Differenzierungsmedium (IMDM, s. Abschnitt 2.7.6.) als EBs oder ML differenziert. Nach
Einleitung der Differenzierung wurde die mES-Zelllinie taglich von Tag 2 bis Tag 7 tUber das
Vereinzelungsprotokoll (siehe Abschnitt 2.2.2.5.) dissoziiert, gegen humanes CD4 gefarbt
und Uber Durchflusszytometrie (FACS) analysiert. Dabei wurden die endodermalen Foxa2-
huCD4 / Bry-eGFP doppelpositiven und Foxa2-huCD4 einfachpositiven Zellen gemeinsam
ausgewertet, die zusammen im weiteren Text als Foxa2-positive Zellen bezeichnet werden
(Abb. 3.5.)

Wahrend der gesamten analysierten Zeitperiode wies die ML-Kultur eine deutlich erhéhte
Anzahl an endodermalen Foxa2-postiven (Abb. 3.6.) Zellen gegenuber der EB

Differenzierungskultur auf. An Tag 6 wurde das Maximum an Foxa2-positive Zellen (Abb.
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3.6.) positiven Zellen im ML mit 41,3 = 0,9 % erreicht. Dies entsprach einer 4,5 = 0,1
hoheren Prozentzahl im Vergleich zur EB-Differenzierung (Abb. 3.6.).

Bry-eGFP
Foxa2-huCD4

Bry-eGFP

v

Foxa2-huCD4

Abb 3.5.: Schematische Darstellung der Durchfluszytometrie der BryFoxa2 mES-Zelllinie.
Der schwarz markierte Bereich wird als Foxa2-positiv bezeichnet und umschlief3t die gesamten Foxa2-huCD4 positiven
Zellen, einschlieBlich der Foxa2-huCD4/Bry-eGFP doppelpositiven und Foxa2-huCD4 einfachpositiven Zellen.

d2 d3 d4 d5 dé d7

50+

Foxa2-positive Zellen in %

Oy Y Y Yy Yy

Abb. 3.6.: Verstarkte Bildung von definitivem Endoderm in ML gegeniiber EB Differenzierungskulturen von mgs-
Zellen.

mMES-Zellen wurden in serumhaltigem IMDM entweder Uber EB- oder ML-Kulturen differenziert und die Anzahl an
positiven Zellen von Tag 2 (d2) bis Tag 7 (d7) Uber FACS analysiert (Mittelwert + SEM; n=3).
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3.2.2. Optimierte endodermale Differenzierung in ML-Kulturen von mES-Zellen unter

Verwendung von serumfreien Bedingungen

Um die Generierung von definitivem Endoderm in ML-Kulturen zu erh6hen, wurde das
zuvor verwendete serumhaltige Differenzierungsmedium IMDM gegen das serumfreie
Differenzierungsmedium RPMI (s. Abschnitt 2.7.7.) ausgetestet. Dem RPMI wurde
zusatzlich von Tag 2 bis Tag 6 entweder 50 ng/ml Activin A oder 5 pM IDE-1 bzw. 5 pM
IDE-2 zugesetzt. Auch in diesem Versuchsabschnitt erfolgte eine tagliche Analyse von Tag
4 bis Tag 7 Uber Durchflusszytometrie.

Anders als in der vergleichenden Differenzierung von ML gegentuber EB unter
serumhaltigen Bedingungen (Abb. 3.6.) konnte hier an Tag 5 das Maximum an Foxaz2-
positiven Zellen detektiert werden. Wahrend in dieser Versuchsreihe in den Kulturen mit
serumhaltigem IMDM nicht mehr als 13,5 + 2 % (Tag 5) Foxa2-positive Zellen vorhanden
waren (Abb. 3.7.), fuhrte die Verwendung des serumfreien RPMIs zu einer 3-fachen
Erhohung der Foxa2-positiven Zellen an den Tagen 4 bis 6 im Vergleich zum IMDM. Die
Zugabe der Small Molecules IDE-1 oder IDE-2 zum RPMI von Tag 2 bis 6 konnte keine
weitere Anreicherung von Foxa2-positiven Zellen hervorbringen. Im Gegensatz dazu fuhrte
die Applikation von Activin A zu einer geringgradig gesteigerten endodermalen
Differenzierung gegenuber RPMI ohne Zusatze (Tag 5: 1,2 + 0,1-fach, Tag 6: 1,3 £ 0,1-
fach, Tag 7: 2,2 £ 0,3-fach).
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Abb. 3.7.: Optimierte endodermale Differenzierung in ML-Kulturen von mES-Zellen unter Verwendung von
serumfreien Bedingungen.

mES-Zellen wurden entweder in serumhaltigem IMDM, serumfreiem RPMI ohne Zusatze (RPMI w/o), RPMI mit Activin A
oder RPMI mit IDE-1 bzw. RPMI mit IDE-2 differenziert und die Anzahl an Foxa2-positiven Zellen von Tag 4 (d2) bis Tag
7 (d7) uber FACS analysiert (Mittelwert + SEM; n=3; *p<0,05 vs. IMDM).
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3.2.3. Vergleichbare Bildung von definitivem Endoderm in ML-Kulturen von mES-
und miPS-Zellen

Fur einen direkten Vergleich zwischen der mES-Zelllinie BryFoxa2 und dem miPS-Klon
C1L9 wurden beide Uber das ML-Protokoll in serumhaltigem IMDM oder in serumfreien
RPMI mit oder ohne 50 ng/ml Activin A von Tag 2 bis Tag 6 differenziert. Fir eine
guantitative Analyse bezlglich der Genexpression der endodermalen Marker Foxa2 und
Sox17 wurde von Tag 4 bis Tag 7 mRNA gesammelt, zu cDNA umgeschrieben und mittels
guantitativen Real Time (gRT)-PCR quantifiziert. Die Daten der qRT-PCR konnten die
Daten der Durchflusszytometrie bestatigen. Das RPMI supplementiert mit Activin A fuhrte
zur héchsten Genexpression des endodermalen Markers Foxa2 sowohl in mES- als auch in
miPS-ML-Kulturen. Gleiches gilt fur den weiteren endodermalen Marker Sox17. Bei der
mES-Zelllinie BryFoxa2 konnte ein Maximum der Foxa2 mRNA Expression an Tag 5
detektiert werden, die im Vergleich zu undifferenzierten Zellen um das 407 = 90,1-Fache
hoher war. Die maximale Genexpression von Sox17 in der mES-Zelllinie BryFoxa2 wurde
an Tag 6 erreicht und =zeigte eine 679,1 = 231,6-fache Erh6éhung gegenuber
undifferenzierter mES-Zellen (Abb. 3.8.).

Die definitive Endodermbildung in ML-Kulturen des miPS-Klons C1L9 verhielt sich bis auf
das verspatete Maximum der Foxa2 Genexpression an Tag 7 relativ &hnlich zur mES-
Zelllinie BryFoxa2. Auch hier war der Ansatz mit Activin A derjenige, der die hochste Foxa2
und Sox17 Expression hervorbrachte. Im Gegensatz zum undifferenzierten miPS-Klon
C1L9 war an Tag 7 die Foxa2 Expression um das 411,8 + 246,2-Fache erhdht, Sox17 an
Tag 6 um das 113,9 + 64,5-Fache (Abb. 3.8.).

Zum Vergleich der endodermalen Differenzierung auch auf Proteinebene wurden die mES-
Zelllinie BryFoxa2 und der miPS-Klon C1L9 tber das ML-Protokoll mit RPMI plus Activin A
differenziert. Eine Immunfluoreszenzfarbung wurde von Tag 4 bis Tag 7 gegen endogenes
Foxa2 und Sox17 Protein durchgefuhrt und die Anzahl an positiven Zellen in Prozent
analysiert. In Differenzierungskulturen der mES-Zelllinie BryFoxa2 konnte ein Maximum
von 36 + 18 % an Foxa2 immunopositiven Zellen an Tag 5 detektiert werden (Abb. 3.11.).
Ein verspéateter Peak der Foxa2 positiven Zellen in den Kulturen des miPS-Klons C1L9 an
Tag 7 mit 44 + 8,4 % bestatigte die Kinetik der Foxa2 mRNA Expression (Abb. 3.8). Die
Doppelfarbung von endogenem Foxa2 und Sox17 konnte zeigen, dass die meisten Sox17

immunopositiven Zellen auch Foxa2 exprimierten (Abb. 3.9.).
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Fur die nachfolgenden Versuche wurde das serumfreie RPMI plus 50 ng/ml Activin A (d2-6)

als Basaldifferenzierungsmedium (BM) verwendet.

mES-Zelllinie BryFoxa2

miPS-Klon C1L9

Fold-change

Fold-change

Foxa2 Sox17
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Abb. 3.8.: Vergleichbare Bildung von definitivem Endoderm in ML-Differenzierungskulturen von mgS- und miPS-

Zellen.

Fur einen direkten Vergleich wurden die mES-Zelllinie BryFoxa2 und der miPS-Klon C1L9 im ML entweder in
serumhaltigem IMDM oder serumfreiem RPMI mit oder ohne 50 ng/ml Activin A von Tag (d) 4 bis 7 differenziert. Die
endodermalen Marker Foxa2 und Sox17 wurden Uber gRT-PCR analysiert und die Expression auf B-Actin normalisiert.
Angegeben ist die x-Fache Anderung (Fold-change) der Markerexpression im Vergleich zu undifferenzierten (d0) mES-

bzw miPS-Zellen. (Mittelwert + SEM; n=3; *p<0,05 vs. IMDM)
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Abb. 3.9.: mES- und miPS-Zellen exprimieren endogenes Foxa2 und Sox17 Protein.
Die mES-Zelllinie BryFoxa2 und der miPS-Klon C1L9 wurden mit dem ML-Protokoll in RPMI mit 50 ng/ml Activin A von
Tag (d) 4 bis 7 differenziert und gegen endogenes Foxa2 und Sox17 gefarbt. Die Immunférbungen zeigten, dass die

meisten Sox17 positiven Zellen auch fir Foxa2 positiv waren. Rot: Foxa2; Gelb: Sox17; Blau: Dapi. Messbalken: 100
pm.

58



Ergebnisse

Foxa2 Isotyp Sox17 Isotyp Dapi Phase

Abb. 3.10.: Isotypkontrollen fir die Antikérperfarbungen von Foxa2 und Sox17 zeigen kein Signal.

Zur Uberpriifung der Spezifitat der priméaren Antikérper wurden entsprechende Isotypkontrollen mitgefiihrt. Abgebildet ist
eine exemplarische Auswahl der Isotypkontrollen fur die Antikérperfarbungen von Foxa2 und Sox17. Messbalken: 100
pm.
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Abb. 3.11.: Alle Sox17 immunopositiven mES- und miPS-Zellen in Differenzierungskulturen sind auch Foxa2
immunopositiv.

Fur einen direkten Vergleich wurden die mES-Zelllinie BryFoxa2 und der miPS-Klon C1L9 im ML in RPMI mit 50 ng/ml
Activin A von Tag (d) 4 bis 7 differenziert und gegen endogenes Foxa2 und Sox17 gefarbt. Abgebildet ist der prozentuale
Anteil an Foxa2 einfach- (rot) und davon Foxa2/Sox17 doppelpositiven Zellen (gemustert) (Mittelwert + SEM; n=3).
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3.3. DCI induziert die Expression des Clara-Zell Markers CCSP in

Differenzierungskulturen von mES- und miPS-Zellen

Im Nachfolgenden wurde der Effekt verschiedener Schlisselfaktoren auf die
bronchoalveolare Differenzierung der mES-Zelllinie BryFoxa2 und des miPS-Klons C1L9
untersucht. Dabei wurde der Fokus auf CCSP exprimierende Atemwegsepithelzellen
gelegt. Fur diese Versuchsreihe wurden die Zellen Uber das ML-Protokoll in BM mit oder
ohne KGF (Tag 0-26) und/oder DCI (Tag 10/14-26) differenziert (Abb. 3.13.). Die
Zeitpunkte zur Applikation von DCI und KGF wahrend der Differenzierung wurde in
Ubereinstimmung mit frilheren Ergebnissen zur ATII-Zelldifferenzierung in EBs definiert
[206] und in Anlehnung an die Kklinische Anwendung von Kortikosteroiden wéahrend des
spaten zweiten oder dritten Drittels einer Schwangerschaft zur Lungenreifung des Fetus bei
drohender Frihgeburt [207]. An Tag 26 der Differenzierung wurde das Genexpressionslevel
von Markern spezifisch fur Atemwegsepithelzellen (Clara-Zellen, zilientragende Zellen) und
Alveolarepithelzellen (ATII-Zellen) analysiert.

Die signifikant hochste Expression des Clara-Zell Markers CCSP wurde durch die
Behandlung mit DCI (Tag 14-26) erzielt, sowohl in Differenzierungskulturen der mgS-
Zelllinie BryFoxa2 als auch des miPS-Klons C1L9. In Tag 26 Differenzierungskulturen der
mES-Zelllinie BryFoxa?2 fuhrte die Supplementierung mit DCI zu einer 19.663 + 8.270-fach
erhdhten CCSP mRNA Expression gegenuber undifferenzierter meES-Zellen (d0) und zu
einem 51,7 + 21,7- fachen Anstieg (p < 0,05 vs. BM, n=9) gegenulber nicht-behandelter
Differenzierungskulturen (BM) . In Tag 26 Differenzierungskulturen des miPS-Klons C1L9
konnte das 8.315 + 2.222-Fache an CCSP Expression gegenuber undifferenzierter miPS-
Zellen (d0) und das 11,3 = 3-Fache im Vergleich zu Differenzierungskulturen in BM ohne
Zuséatze gemessen werden (p < 0,01 vs. BM, n=8). Ahnliche Daten beziiglich der CCSP
Genexpression konnten auch mit der Supplementierung von DCI ab Tag 10 erzielt werden
(Abb 3.14.). Die Zugabe von DCI (Tag 10-26, n=3) induzierte einen 20.953 + 16.429-fachen
Anstieg in mES-Zelldifferenzierungskulturen gegeniber undifferenzierten mgeS-Zellen und
einen 3.997 = 1.252-fachen Anstieg in miPS-Zelldifferenzierungskulturen im Vergleich zu
undifferenzierten miPS-Zellen. Zudem konnte, &hnlich wie bei der Applikation von DCI ab
Tag 14, beobachtet werden, dass, im Vergleich zum DCI alleine, eine kombinierte
Behandlung von DCI mit KGF zu einer verminderten CCSP Expression fuhrte (Abb. 3.14).
Die alleinige Applikation von KGF resultierte entweder in einem &hnlichen (mES-Zellen)
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oder reduzierten (miPS-Zellen) CCSP Expressionslevel im Vergleich zum BM ohne
Zusatze.

Im Gegensatz zu CCSP wurde die hochste Expression von Foxjl (forkhead box jl1), ein
Marker fur zilientragende Zellen, in unbehandelten Differenzierungskulturen (BM)
gemessen. An Tag 26 konnte in mES-Zelldifferenzierungskulturen im Vergleich zu Tag 0
mMES-Zellen eine 751,4 + 509,7-fache Erhéhung und in miPS-Zelldifferenzierungskulturen
gegenuber Tag 0 miPS-Zellen eine 492,7 + 64,2-fache Erhdhung der Foxjl mRNA
Expression erzielt werden. Die Zugabe von DCI fiuihrte zu einer gegenuber dem BM
reduzierten  Foxjl  Expression. Der DCI Ansatz wies in den mES-
Zelldifferenzierungskulturen 8,9 + 6,1-mal weniger und in den miPS-
Zelldifferenzierungskulturen 3,4 + 0,4-mal weniger Foxjl als der jeweilige BM Ansatz auf.
Auch die friihere Zugabe des DCls ab Tag 10 erzielte ein &hnliches Ergebnis (Abb. 3.14.).
Die Untersuchung eines weiteren zilientragenden Zellmarkers, Tubb4 (B-tubulin 4) zeigte,
dass in mES-Zellen an Tag 26 der Differenzierung im BM 22,8 + 9,6-mal mehr Tubb4
vorhanden war als in Tag 0 mES-Zellkulturen (n=12). Fur den miPS-Klon konnte mit 27,5 +
4,5-mal mehr Tubb4 mRNA Ahnliches festgestellt werden (n=12). Jegliche Behandlungen
der Kulturen mit DCI (ab Tag 10 oder Tag 14) und/oder KGF hatten auf mES-Zellen einen
inhibierenden Effekt bezlglich der Tubb4 Expression, oder zeigten in miPS-Zellen keinen
Einfluss auf die Tubb4 Genexpression (Abb 3.14.).
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Abb. 3.13.: Schematische Darstellung der Applikationszeiten der verschiedenen Faktoren wé&hrend der
Differenzierung.

In der Reihenfolge von oben nach unten zu lesen: BM (Activin A Tag 2-6); KGF; 3. DCI (DCI Tag 10-26); DCI (Tag 10-26)
+ KGF; DCI (DCI Tag 14-26); DCI (DCI Tag 14-26) + KGF; Dox (Tag 24-26). Act A = Activin A, BM = Basalmedium.
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Abb. 3.14.: Die Behandlung der Differenzierungen von mES- und miPS-Zellen mit DCI fuhrt zur héchsten CCSP
Expression.

Die mES-Zellinie BryFoxa2 und der miPS-Klon C1L9 wurden im BM ohne Zusétze, DCI, KGF oder alle Komponenten
(DCI+KGF) zusammen differenziert. An Tag 26 der Differenzierung wurden Marker fur Clara-Zellen, zilientragende Zellen
und ATIIl-Zellen Uber gRT-PCR analysiert und die Expression auf B-Actin normalisiert. Angegeben ist die x-Fache
Anderung (Fold-change) der Markerexpression im Vergleich zu undifferenzierten (d0) mES- bzw. miPS-Zellen. (Mittelwert
+ SEM; *p<0,05, **p<0,01 vs. BM; n=3-12).
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3.3.1. Kinetische Studien bestéatigen den induzierenden Effekt von DCI auf die CCSP

Expression in Differenzierungskulturen von mES- und miPS-Zellen

Zur Analyse der Expressionskinetik von CCSP wurden die mES-Zelllinie BryFoxa2 und der
miPS-Klon C1L9 Uber das ML-Protokoll in BM ohne Zusatze oder mit DCI (Tag 14-26)
differenziert und die CCSP mRNA Expression an verschiedenen Tagen der Differenzierung
gemessen (n=3).

Die Studie zeigte eine ahnliche Expressionskinetik von CCSP wahrend der Differenzierung
von mES- und miPS-Zellen. Eine erste CCSP Genexpression Uber dem
Hintergrundexpressionslevel konnte an Tag 18 (miPS-Zellen) bzw. Tag 21 (mES-Zellen)
durch die DCI Behandlung induziert werden (Abb. 3.15.). Wie schon zuvor beobachtet,
wurde auch in dieser Versuchsreihe eine hohere CCSP Expression durch die Behandlung

mit DCI gegenuber der BM Kontrolle erzielt.
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Abb. 3.15.: Kinetische Studien bestatigen den induzierenden Effekt von DCI auf die CCSP Expression in
Differenzierungskulturen von mES- und miPS-Zellen.

Zur Analyse der CCSP Genexpression im Zeitverlauf wurden die mES-Zelllinie BryFoxa2 (A) und der miPS-Klon C1L9 (B)
im ML-Protokoll entweder im BM ohne Zusétze oder mit DCI (Tag 14-26) differenziert. An unterschiedlichen Tagen (d)
wurde im Verlauf der Differenzierung die CCSP Expression Uber qRT-PCR analysiert und die Expression auf B-Actin
normalisiert. Abgebildet ist die x-ache Anderung (Fold-change) der Markerexpression im Vergleich zu undifferenzierten
(d0) mES- bzw. miPS-Zellen. (Mittelwert £+ SEM; n=3).
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3.4. Synergistischer Effekt von DCI und KGF auf die Expression von ATII-Zell

Markern in mES- und miPS-Zell Differenzierungskulturen

Die Expression der beiden ATIl Marker SP-C und SP-B wurden in mES- und miPS-
Zelldifferenzierungskulturen am starksten Gber die Kombination aus DCI und KGF induziert.
Durch die kombinierte Behandlung von DCI und KGF waren die mRNA Expressionslevel
von SP-C (MES- und miPS-Zellen) und SP-B (miPS-Zellen DCI ab Tagl14) hoher als die
Summe der jeweiligen Einzelbehandlungen, was auf einen synergistisch stimulierenden
Effekt von DCI und KGF auf die alveolére Differenzierung hindeutet. Die Supplementierung
der Differenzierungskulturen von mES-Zellen mit DCI ab Tag 14 und KGF resultierte in
einer 5.340 £ 2.428-fach erhdhten SP-C Expression gegentuber Tag 0 und einer 5,4 + 2,5-
fachen Erh6hung zu Differenzierungskulturen ohne Behandlung (p < 0,05 vs. BM, n=9). Mit
einer kombinierten Behandlung aus DCI ab Tag 10 und KGF konnte sogar ein 9.363 +
5.427-facher Anstieg an SP-C gegenuber Tag 0 erreicht werden und war im Vergleich zum
BM um das 9,4 + 5,5-Fache erhdht (n=3). Die Behandlung mit DCI ab Tag 14 und KGF
fuhrte an Tag 26 der Differenzierung des miPS-Klons zu einem 4.042 = 914,5-fachen
Anstieg von SP-C im Vergleich zu Tag 0 und einer 4,7 = 1,1-fachen Steigerung im
Vergleich zur Differenzierung im BM (p < 0,01 vs. BM, n=8). In miPS-
Zelldifferenzierungskulturen, die mit DCI ab Tag 10 und KGF behandelt wurden, war die
SP-C Expression um das 12.376 + 4.692-Fache gegenuber undifferenzierter miPS-Zellen
erhdht und zeigten gegenuber der Differenzierung im BM eine 14,4 + 5,6-fach erhdohte SP-
C Expression (p < 0,05 vs. BM, n=3) (Abb. 3.14.).

Mit der Behandlung von DCI ab Tag 14 und KGF konnte das Expressionslevel von SP-B
5,1 + 1,7-fach (mES-Zellen, p < 0,05 vs. BM) und 7,2 £ 2,5-fach (miPS-Zellen, p < 0,01 vs.
BM) an Tag 26 der Differenzierung gesteigert werden. Eine Behandlung der Kulturen mit
DClI ab Tag 10 und KGF brachte &hnliche Ergebnisse mit einer Steigerung des
Expressionslevels in Tag 26 mES-Zelldifferenzierungskulturen um das 4,8 + 1,7-Fache und
in miPS-Zelldifferenzierungskulturen um das 8,9 + 1,8-Fache gegentber dem BM (p < 0,05
vs. BM, n=3) (Abb. 3.14.). Im Gegensatz zu DCI ab Tag 14 konnte bei mES-Zellen
allerdings beobachtet werden, dass eine alleinige Applikation von DCI ab Tag 10 in einem
hoheren SP-B Expressionslevel resultierte als die Kombination mit KGF (18,74 + 13,79 mal
hoéher als im BM; n=3) (Abb. 3.14.).
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3.4.1 Austestung des optimalen KGF Applikationsintervalls beziglich der ATII-

Zelldifferenzierung im ML

In vorherigen Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe auf Basis des EB-Protokolls wurde
die durchgéngige Supplementierung mit KGF ab Tag 0 bzw. 5 bis zum Ende der
Differenzierung als bester Versuchsansatz fiir die Differenzierung von mES- und miPS-
Zellen in ATII-Zellen identifiziert [208]. Diese durchgehende KGF Supplementierung (Tag O-
26) wurde zunéchst auch in der vorliegenden Arbeit verwendet (siehe 3.3). Es sollte
nachfolgend verifiziert werden, dass die durchgehende KGF Applikation zusammen mit DCI
auch im ML-Protokoll die ATII-Zelldifferenzierung am stérksten induziert.

Die mES-Zelllinie BryFoxa2 wurde tber das ML-Protokoll entweder im BM ohne Zusétze,
mit Zugabe von DCI (Tag 14-26) oder einer Kombination aus DCI (Tag 14-26) und KGF
differenziert. Die Supplementierung mit KGF erfolgte entweder wéahrend der ganzen
Differenzierung von Tag 0-26, wahrend einer frihen (Tag 0-5; Tag 0-10; Tag 0-14), einer
mittleren (Tag 5-10; Tag5-14) oder einer spaten Differenzierungsphase (Tag 10-26; Tag 14-
26). An Tag 26 der Differenzierung wurde der ATII-zellspezifische Marker SP-C Uber qRT-
PCR analysiert.

Die Kombination aus DCI und einer durchgehenden KGF Supplementierung von Tag 0-26
konnte in diesem Versuchsansatz eine 25,11 + 9,359-fach erh6hte SP-C Genexpression im
Vergleich zum BM an Tag 26 der Differenzierung hervorbringen (p < 0,05 vs. BM, n=3)
(Abb. 3.16.). Dies entspricht einer 47.362 *= 17.655-fachen Steigerung gegeniber
undifferenzierten mES-Zellen (d0). Die Supplementierung mit KGF in der frihen und
mittleren Differenzierungsphase erbrachte keine signifikante Verbesserung der SP-C
Genexpression gegenuber dem BM. Demgegenuber konnte durch die Applikation von KGF
in der spaten Phase der Differenzierungskulturen ein deutlicher Anstieg der SP-C
Expression beobachtet werden. Mit der Zugabe von KGF von Tag 10-26 konnte eine 8,17 +
4,34-fache Erhohung der SP-C Expression gegeniuber dem BM erzielt werden. Mittels der
Supplementierung mit KGF von Tag 14-26 wurde eine 17,05 £ 7,96-mal hohere SP-C
Genexpression als im BM erreicht (p < 0,05 vs. BM, n=3) und war um 32.163 + 15.008-mal
hoher als in undifferenzierten mgES-Zellen (Abb. 3.16.).

Die Ergebnisse bestatigen, dass auch im ML-Protokoll die Kombination aus DCI (d14-26)
und einer durchgehenden KGF Supplementierung (d0-26) die hochste SP-C Expression in
den mES-Zelldifferenzierungskulturen induziert gefolgt von der KGF Applikation in der

spaten Phase.
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Abb. 3.16.: Die Kombination von DCI (d14-26) mit einer durchgehenden KGF Applikation (d0-26) fiuhrte zur
héchsten Expression des ATIl-Markers SP-C.

Die mES-Zelllinie BryFoxa2 wurde fur 26 Tage im ML im BM ohne Zuséatze, mit DCI (d14-26) ohne KGF oder DCI (d14-
26) in Kombination mit unterschiedlichen Applikationsintervallen von KGF differenziert. Der zuvor ausgetestete Ansatz mit
einer durchgehenden KGF (d0-26) Applikation (rot, siehe Abb. 3.14) wurde mit einer KGF-Applikation in der frihen (grun),
mittleren (blau) und spéten (gelb) Differenzierungsphase verglichen. Die SP-C Genexpression wurde uber gRT-PCR
analysiert und die Expression auf B-Actin normalisiert. Abgebildet ist die x-Fache Anderung (Fold-change) der
Markerexpression im Vergleich zu undifferenzierten (d0) mES-Zellen. (Mittelwert + SEM; n=3; *p<0,05 vs. BM).

3.4.2. Die Applikation von KGF in der frihen Phase der Differenzierung hat keinen

Einfluss auf die endodermale Differenzierung der mES-Zelllinie BryFoxa2

Um den Mechanismus eines mdglichen Effekts von KGF (d0-26) in der frihen Phase der
Differenzierung zu untersuchen, welcher zusammen mit Mechanismen in der spéteren
Phase die alveolare Differenzierung fordert, wurde die Bildung von definitivem Endoderm
guantifiziert. Die mES-Zelllinie BryFoxa2 wurde Uber das ML-Protokoll von Tag 4 bis Tag 7
differenziert und taglich Gber Durchflusszytometrie analysiert. Hierzu wurde die mES-
Zelllinie im BM mit oder ohne 20 ng/ml KGF differenziert (n=5).

Die durchflusszytometrische Analyse zeigte, dass die zusatzliche Applikation von KGF zu
keiner signifikanten Verdnderung des prozentualen Anteils an Foxa2- positiven

endodermalen Zellen gegentiber dem BM gefiihrt hat (Abb. 3.17).
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Abb. 3.17.. Die Applikation von KGF in der frihen Phase der Differenzierung hat keinen Einfluss auf die
endodermale Differenzierung der mES-Zelllinie.

Die mES-Zelllinie BryFoxa2 wurde mit dem ML-Protokoll im BM mit oder ohne 20 ng/ml KGF bis Tag 7 differenziert. Von
Tag (d) 4 bis 7 wurde die Anzahl der Foxa2-positiven Zellen tber Durchflusszytometrie analysiert. (Mittelwert + SEM;
n=5).

3.5. Clara-Zellreporter miPS-Klone differenzieren in Zellen mit einer CCSP

Promotor-abhangigen LacZ Expression

Die beiden miPS-Klone C1L9 und C1L17 wurden aus doppeltransgenen Mausen generiert
(CCSP-rtTA2°-M2/GFP-tetO;-LacZ), die unter dem 2,3 kb groRen Ratten CCSP-Promotor
einen tetrazyklinabh&ngigen Transaktivator (ItTAS-M2) exprimieren. Die
Reportergenexpression wurde in den CCSP-rtTA2°-M2/GFP-tetO;-LacZ  Méausen
Uberwiegend im Atemwegssepithel exprimiert (Abb. 3.18. A).

Die miPS-Klone C1L9 und C1L17 wurden Uber das etablierte ML-Protokoll differenziert und
von Tag 24 bis 26 mit Doxyzyklin (Dox) behandelt.

Beide miPS-Klone generierten an Tag 26 der Differenzierung eine deutliche Anzahl an
LacZ exprimierenden Zellen, die nach PFA-Fixierung Uber eine X-Gal-Farbung (Abb. 3.18.
B-F) detektiert werden konnten. Allerdings konnte in einigen Differenzierungen eine positive
X-Gal-Féarbung auch ohne Dox-Induktion hervorgerufen werden (Abb. 3.19.).

Fur Untersuchungen der Genexpression in LacZ exprimierenden Bereichen wurden die
Differenzierungen von Tag 24 bis 26 mit Dox behandelt und Uber eine Lebendfarbung mit

ImaGene Green™ C;,FDG lacZ Gene Expression Kit nachgewiesen (Abb. 3.20).
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AnschlieRend wurden ImaGene Green™ Ci1,FDG lacZ positive (LacZ®) und negative

(LacZ™®) Bereiche in den Kulturen herausgeschnitten und uber eine qRT-PCR das
Genexpressionsmuster analysiert.

Abb. 3.18.: Uber die X-Gal-Farbungen konnten in Tag 26 Differenzierungskulturen des miPS-Klons C1L9 und
C1L17 nach Dox-Induktion LacZP°® Clara-Zell-dhnliche Zellen detektiert werden.

Die miPS-Klone C1L9 und C1L17, die aus CCSP-rtTA2°-M2/GFP-tetO;-LacZ Mausen mit einer LacZ Expression
Uberwiegend im Atemwegsepithel stammen (A), wurden bis Tag 26 differenziert. Von Tag 24 bis 26 erfolgte eine Dox-
Induktion. Nach einer 1 bis 4-stiindigen Inkubation der Tag 26 Kulturen mit der X-Gal-Lésung waren deutlich Lacz”®®
Bereiche (blau) in den C1L9 (B;C;D) und den C1L17 Kulturen (E;F) zu erkennen. Messbalken 100 pm.

Abb. 3.19.: Uber die X-Gal-Farbungen konnten in Tag 26 Differenzierungskulturen auch ohne Dox-Induktion
LacZP® Clara-Zell-ahnliche Zellen detektiert werden.

Die miPS-Klone C1L9 und C1L17 wurden bis Tag 26 differenziert und als Negativkontrolle nicht mit Doxyzyklin behandelt.
Nach einer 1 bis 4-stiindigen Inkubation der Tag 26 Kulturen mit der X-Gal-Lésung waren auch hier deutlich Lacz"®
Bereiche (blau) in den C1L9 (A) und den C1L17 Kulturen (B) zu erkennen. Demgegeniiber zeigten Lungenschnitte von

nicht mit Doxyzyklin behandelten CCSP-1tTA2°-M2/GFP-tetOs-LacZ Mausen (C) keine positive X-Gal-Farbung.
Messbalken 100 pum.
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Abb. 3.20.: ImaGene Green'" C1,FDG LacZ positive Bereiche zeigen eine erhéhte Expression des Clara-Zell

Markers CCSP.
An Tag 26 der Differenzierung von C1L9 erfolgte eine Lebendfarbung mit InaGene Green™ C1,FDG (C1L9 LacZ). Die

Genexpression der positiven und negativen LacZ-Bereiche wurde mittels der gRT-PCR analysiert. Expressionslevel
wurden auf B-Actin normalisiert. Abgebildet ist die x-fache Anderung (Fold-change) der Markerexpression in den LacZ
positiven (LacZ®®) im Vergleich zu den negativen (LacZ") Bereichen (Mittelwert + SEM; n=3). Messbalken 100 um.

Im Vergleich zu LacZ"™? Bereichen konnte in den LacZP*® Bereichen eine 27,9 + 17,7-fache
Anreicherung das Clara-zell-spezifischen Markers CCSP gemessen werden. Auch der
Marker SP-C, welcher in adulten ATII-Zellen, aber auch in Lungenepithelvorlauferzellen

wahrend der Lungenentwicklung exprimiert wird [209], war in LacZP*® Bereichen 18 + 10,9-
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fach im Vergleich zu LacZ" Bereichen erhéht. Zudem konnte auch eine 16,1 + 11,9-fach
erhohte SP-B Genexpression in LacZP*® Bereichen nachgewiesen werden. Im Gegensatz
dazu waren die fir zilientragende Zellen spezifischen Marker Foxjl und Tubb4 in LaczP®
Bereichen nur geringfligig angereichert (Abb. 3.20.).

3.6. Der zeitliche Verlauf der transgenen GFP Expression in
Differenzierungskulturen der CCSP Reporter miPS-Klone stimmt nicht mit der
Expression von LacZ Uberein

Der miPS-Klon C1L9 wurde Uber das etablierte ML-Protokoll differenziert. Dabei wurde die
GFP Expression taglich unter dem Fluoreszenzmikroskop analysiert. Unter
Berucksichtigung der Hintergrundfluoreszenz konnten die ersten echten GFP positiven
(GFPP®) Zellen an Tag 10 detektiert werden. Vereinzelt wurden GFPP® Bereiche fiir die
Wiedererkennung mit einem wasserfesten Stift am Plattenboden markiert und taglich die
Fluoreszenz dokumentiert. Es konnte gezeigt werden, dass die GFP-Fluoreszenz bis Tag
14 zunahm, um schlie3lich bis Tag 26 wieder abzunehmen (Abb. 3.21.). Zudem wurden die
mit wasserfestem Stift markierten GFPP* Bereiche exemplarisch auf eine B-
Galaktosidaseaktivitat getestet, indem nach PFA-Fixierung eine 4-stiindige Inkubation mit
dem X-Gal-Substrat durchgefuhrt wurde. Es konnte beobachtet werden, dass keines der
GFPP* Bereiche auch X-Gal positiv waren. Folglich gab es keine Ubereinstimmung der

GFP Expression mit der LacZ Expression.

® e a % ey ( e,

Abb. 3.21.: Ein exemplarisch ausgewahlter GFPP°® Bereich in Differenzierungskulturen des miPS-Klons C1L9 im
Zeitverlauf.

Der miPS-Klon C1L9 wurde im ML-Protokoll mit Zugabe von DCI (Tag 14-26) differenziert. Die GFP-Fluoreszenz wurde
téaglich bis Tag 26 dokumentiert. Abgebildet ist ein zeitlicher Ausschnitt von Tag 10 bis Tag 26. Messbalken 100 pm.
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Uber eine Isolierung der GFPP*® und GFP negativen (GFP"®®) Bereiche sollte anschlieRend
das CCSP Expressionsmuster tiber gRT-PCR analysiert werden. In den GFPP°® Bereichen
konnte im Vergleich zu den GFP"™ Bereichen keine Anreicherung der CCSP

Genexpression nachgewiesen werden (Abb. 3.22.).
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Abb. 3.22.: Keine erh6hte CCSP Genexpression in den GFPP°® Bereichen des miPS-Klons C1L9.

Die CCSP Genexpression an Tag 26 war in den GFP® Bereichen im Vergleich zu den GFP"® Bereichen nicht erhoht.
Abgebildet ist die x-fache Anderung (Fold-change) der Markerexpression im Vergleich zu den negativen Bereichen
(Mittelwert + SEM; n=2).

3.7. Die transmissionselektronmikroskopische (TEM) Analyse bestatigt das

Vorkommen von Clara-Zellen in den LacZP°® Bereichen

Die TEM wurden von Prof. Dr. Andreas Schmiedel und Prof. Dr. Matthias Ochs der
Anatomie an der Medizinischen Hochschule Hannover durchgefihrt.

Fur eine ultrastrukturelle Analyse der LacZP®® Bereiche wurden diese an Tag 26 der ML-
Differenzierung des miPS-Klons C1L9 gesammelt, fixiert, Ultradiinnschnitte angefertigt und
Uber TEM untersucht.

In den LacZP® Bereichen konnten Zellen detektiert werden, die eine fur Clara-Zellen der
Nagetierlunge typische Ultrastruktur aufwiesen. Die aus miPS-abgeleiteten Zellen hatten
einen fur Clara-Zellen typischen vorgewoélbten zilienfreien Zellapex mit sekretorischen
Granula (Abb. 3.23. B). Die Zellen zeigten zudem Mikrovilli und laterale Zell-Zell-Kontakte
inklusive Tight Junctions. In den Zellen konnten aul3erdem glattes endoplasmatisches
Retikulum und Mitochondrien vom Cristae-Typ nachgewiesen werden. Einige dieser Zellen

waren in epithelartigen Strukturen organisiert, bestehend aus einem einschichtigen
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Zelllayer aus nicht-zilientragenden Zellen. Diese Epithelzellen zeigten eine basal-apikale
Orientierung und waren auf einer Basallamina ansassig, die an subepitheliales
Bindegewebe angrenzte (Abb. 3.23. D). Somit bestatigte die ultrastrukturelle Analyse der
LacZ’*® Bereichen das Vorhandensein von Clara-Zell-dhnlichen Zellen (Abb. 3.23.).

Abb. 3.23.: Ultrastruktureller Nachweis von Clara-Zell-dhnlichen Zellen in X-Gal gefarbten LacZ"°® Bereichen.

An Tag 26 der Differenzierung des miPS-Klons C1L9 erfolgte eine X-Gal-Farbung. Positive Bereiche wurden iber TEM
analysiert. A: Clara-Zellen der adulten Rattenlunge. B-D: miPS-abgeleitete Clara-Zell-ahnliche Zellen. Pfeil: Tight
Junctions; Pfeilspitze: glattes endoplasmatisches Retikulum; Stern: Clara-Zelle; Kreis: Mitochondrion (Cristae Typ); BL:
Basallamina; MV: Mikrovilli; SCT: subepitheliales Bindegewebe; SG: Sekretorische Granula. Messbalken 5 pm.
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4. Diskussion

Studien an PS-Zellen haben gezeigt, dass sie, neben ihrer unbegrenzten Teilungsfahigkeit,
die Fahigkeit besitzen, in Zellderivate aller drei Keimblatter Mesoderm, Endoderm und
Ektoderm zu differenzieren [118, 142, 143, 210]. Die PS-Zell-abgeleiteten Zellquellen
eroffnen der stammzellbasierten Behandlungsstrategie neue therapeutische Moglichkeiten
fur schwere Lungenerkrankungen wie beispielsweise die CF. Denkbar ist die Verwendung
dieser Zellen fur Zellersatz- und Gewebeersatztherapien Zudem  konnen
Patientenspezifische  hiPS-Zellen als Modellsystem  fir genetisch  bedingte
Lungenerkrankungen herangezogen werden. Die Verwendung von PS-Zellen erdffnet der
Forschung zudem neue Mdglichkeiten fir das Screening von Wirkstoffen und zur
Untersuchung unbekannter  Schlusselfaktoren und Mechanismen in der
Embryonalentwicklung.

Bislang existieren vergleichsweise wenige Veroffentlichungen bezlglich der Differenzierung
von PS-Zellen in Atemwegsepithelzellen [183, 187, 190, 197-199]. Trotz der
Schwierigkeiten mit derzeitigen Analyseverfahren werden in den Veroffentlichungen
methodische Einschréankungen nicht erwahnt oder sogar vollig ignoriert [211]. Obwohl
einige innovative Publikationen Uber die effiziente Generierung PS-Zell-abgeleiteter
Lungenepithelvorlauferzellen berichten [177, 178, 193, 212], wurden Schlisselfaktoren
spezifisch fur die weitere bronchoalveolare Subspezifizierung bisher wenig untersucht.

In der vorliegenden Dissertation sollte ein effizientes und zuverlassiges Protokoll fir die
Differenzierung von mES- und miPS-Zellen in Atemwegsepithelzellen mit dem Fokus auf
Clara-Zellen etabliert werden. Dabei sollte zunéchst i) ein definiertes serumfreies ML-
Protokoll erstellt werden, ii) Schlisselfaktoren fiir die Differenzierung identifiziert werden
und iii) erste miPS-Klone mit einer Clara-Zell-spezifischen Reportergenexpression generiert

werden.
4.1. Charakterisierung der miPS Klone C1L9 und C1L17
Nach dem Waddington Model (,epigenetic landscape®) ist der Prozess, den somatische

Zellen in der Entwicklung durchleben und einen differenzierten Phanotyp einnehmen, nicht

reversibel [213]. Uber die Reprogrammierung von somatischen Zellen kann das
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Zellschicksal jedoch verandert werden, so dass beispielsweise aus einem differenzierten
Zustand wieder ein pluripotenter undifferenzierter Zustand erzeugt werden kann [141-143].
Ein entscheidendes Merkmal von PS-Zellen ist die Expression pluripotenz-assoziierter
Transkriptionsfaktoren [124, 125, 142, 143, 214, 215]. Tatsachlich konnten in den neu
generierten miPS-Klonen, C1L9 und C1L17, vergleichbar mit der hier verwendeten
etablierten mES-Zelllinie BryFoxa2 eine mRNA Expression der pluripotenz-assoziierten
Marker Oct 3/4, Sox2, Nanog und Klf4 mittels gRT-PCR nachgewiesen werden. Auch auf
Proteinebene konnten die kernlokalisierten Transkriptionsfaktoren Oct 3/4 und Sox2
nachgewiesen werden.

Studien haben gezeigt, dass bei subkutaner Injektion in immundefiziente Mause PS-Zellen
die Fahigkeit haben Teratome zu bilden, die Gewebestrukturen des Ektoderms, Mesoderms
und Endoderm zeigen [120, 216-218]. Bei beiden generierten miPS-Klonen konnte die
Bildung derartiger Teratome beobachtet werden, was die Fahigkeit in alle drei Keimblatter
zu differenzieren bestétigte.

Durch den Nachweis der genannten Merkmale konnte eine Pluripotenz der beiden
generierten miPS-Klone C1L9 und C1L17 verifiziert werden.

4.2. Die Feeder-freie Kultivierung undifferenzierter PS-Zellen

Vor Einleitung einer Differenzierung sollten die undifferenzierten miPS-Zellen mindestens
zwei Passagen auf Gelatine beschichteten Kulturgefal3en Feeder-frei kultiviert werden, um
so einer moglichen Kontamination der Differenzierungskulturen mit Feeder und damit einer

Verféalschung der Analyseergebnisse vorzubeugen.

4.3. Die Erhohung der endodermalen Differenzierung durch Anderung des partiell
serumhaltigen EB-Differenzierungsprotokolls in ein definiertes serumfreies

ML-Differenzierungsprotokoll

Ein wichtiger Differenzierungsschritt fir die Generierung von Zellen des Atemwegsepithels
ist die Bildung von definitivem Endoderm, aus dem sich im Laufe der Embryogenese unter
anderem das Lungenepithel entwickelt [195].

Eine fur PS-Zellen haufig beschriebene und verwendete Differenzierungsmethode basiert
auf der Grundlage einer Suspensionskultur. Uber Zellaggregation und den Entzug der

pluripotenzerhaltenden Faktoren wird die Bildung einer dreidimensionalen Struktur
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ermdglicht, die als EB bezeichnet wird [164, 190, 219-222]. Uber die Bildung derartiger
Strukturen  entstehen  Zell-Zell-Interaktionen  die, wie in einer natdrlichen
Embryonalentwicklung, eine spontane Differenzierung der PS-Zellen in Derivate aller drei
Keimblatter férdern [219, 220]. Durch den festen Verbund der Zellen innerhalb eines EBs
ist allerdings eine gerichtete und kinstliche Beeinflussung der Differenzierung tGiber exogen
zugefigte Faktoren nur schwer mdglich, da diese beispielsweise Zellen im Inneren des EBs
nur schwer oder gar nicht erreichen. Um eine gerichtete Differenzierung von PS-Zellen zu
ermdglichen, ist es notwendig, dass applizierte Faktoren wie das Activin A gleichmalig
einen Grol3teil der Zellen erreichen und somit beeinflussen kann [223]. Aus diesem Grund
solite aus dem bestehenden dreidimensionalen EB-Protokoll ein gerichtetes
zweidimensionales ML-Protokoll etabliert werden.

Tatsachlich konnte durch die Anderung des bereits etablierten dreidimensionalen und
partiell serumhaltigen EB-Differenzierungsprotokolls [190, 206] in ein zweidimensionales
ML-Differenzierungsprotokoll der prozentuale Anteil der Zellen, die den endodermalen
Marker Foxa2 exprimieren, erhoht werden (Abb. 3.6.). Eine zusatzliche Anreicherung des
definitiven Endoderms wurde Uber die Verwendung des serumfreien RPMI Mediums erzielt.
Dies stimmt mit dem Ergebnis anderer Studien Uberein, die ebenfalls durch die Umstellung
auf serumfreie Bedingungen eine Erhéhung der endodermalen Differenzierung von PS-
Zellen erzielen konnten [164]. Darlber hinaus konnen durch das Weglassen von fetalem
Kéalberserum, welches ein Naturprodukt mit sehr variabler Zusammensetzung darstellt,
definiertere Kulturbedingungen erzielt werden. Da ein groRer Unterschied in der
Zusammensetzung der verschiedenen Chargen von fetalem Kalberserum besteht, wird fir
Langzeitstudien ein grofRer Vorrat dieser kommerziell erworbenen Seren angelegt.
Langzeitlagerungen der  Seren kébnnen  jedoch zu einer allmahlichen
Veranderung/Aktivitatsabnahme der Serumbestandteile (z.B. Proteine) und hierdurch zu
einer veranderten Wirkung auf die Differenzierung von PS-Zellen flihren. Mdglicherweise
haben in der vorliegenden Arbeit &hnliche Mechanismen zu den unterschiedlichen
Ergebnissen unter Verwendung des serumhaltigen Protokolls gefuhrt. Der Vorteil eines
serumfreien Protokolls gegenidber einem serumhaltigen Protokoll wird bei naherer
Betrachtung der Versuchswiederholung des serumhaltigen Ansatzes (IMDM, ML-Protokaoll,
Abb. 3.6 und 3.7) deutlich. Trotz gleicher Kulturbedingungen und unter Verwendung
derselben mES-Zelllinie ergab die Versuchswiederholung des serumhaltigen Ansatzes
(Abb. 3.7) einen geringeren prozentualen Anteil an definitvem Endoderm. Unter

Verwendung desselben Kalberserums bestand der einzige Unterschied darin, dass die
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beiden Versuchsreihen in einem Abstand von sechs Monaten unternommen wurden. Die
Versuchswiederholung mit dem serumfreien BM in Abb. 3.17. erzielte hingegen nahezu
ahnliche Ergebnisse wie die erste Versuchsreihe, in Abb. 3.7. dargestellt, obwohl auch hier
zwischen den beiden Wiederholungen ein zeitlicher Unterschied von etwa sechs Monaten
bestand.

Mehrere Studien haben gezeigt, dass TGF-B Faktoren, wie das Activin A, analog zur
Gastrulation in vivo, die Differenzierung von mES-Zellen und hES-Zellen in endodermale
Zellen induziert [164-166]. Die endodermale Differenzierung kann aber nicht nur Uber
rekombinante Proteinen induziert werden, sondern auch Uber die Verwenung von ,Small
Molecules® [168]. In der vorliegenden Studie fihrte die Applikation von Activin A nur zu
einem leichten Anstieg des prozentualen Anteils (etwa 40 %) von aus mES-abgeleitetem
definitiven Endoderm (Abb 3.7.). Dies steht im Widerspruch zu anderen Studien, die eine
deutlich héhere Induktion der Endodermbildung durch Activin A zeigen konnten (etwa 70 %
bis 80 %) [164, 224]. Eine mbgliche Erklarung fir die nur geringe induzierende Wirkung von
Actvin A in dieser Studie ist die schon relativ hohe Endoderminduktion durch das
verwendete serumfreie RPMI Medium. Der fehlende Effekt der ,Small Molecules® IDE-1 und
IDE-2 auf die endodermale Differenzierung der mES-Zellen kénnte durch die vollstandige
Abwesenheit von Serum erklart werden, da eine frihere Studie zur Endoderminduktion
durch IDE-1 und IDE-2 die Anwesenheit von Serum fur notwendig postulierte [168].
Daruber hinaus sollte erwéhnt werden, dass fur die verschiedenen Studien der hier
genannten Publikationen unterschiedliche ES-Zelllinien verwendet wurden, die bekanntlich
untereinander auch ein unterschiedliches Differenzierungsverhalten und -potenzial zeigen
konnen [211]. Zudem spielen die verschiedenen Kultivierungsbedingungen eine groR3e
Rolle [222, 225], vor allem auch die Konzentrationen der Wachstumsfaktoren, die entweder
exogen appliziert werden [173, 222, 226, 227] oder aber auch endogen produziert werden
[225]. Auch das gewahlte Analyseverfahren sowie die Wahl der endodermalen Marker flr
die Detektion sollten kritisch hinterfragt werden. Es ist bekannt, dass ein einzelner Marker
fur die Auswertung der Differenzierungskulturen nicht ausreicht, da sich die Expression
eines Markers nicht nur auf das definitive Endoderm beschrankt. Es werden Uberlappende
Expressionen auch im Mesoderm und extraembryonalen Endoderm beobachtet, so dass oft
Marker wie Sox17 oder Foxa2 in Kombination mit weiteren mesendodermalen bzw.
endodermalen Markern verwendet werden [173-176]. Je nach Kombination der gewahlten

Markerexpression kann auch das Ergebnis variieren.
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In  nachfolgenden  Versuchen konnte auch in den serumfreien miPS-
Zelldifferenzierungskulturen eine zu den mES-Zellen vergleichbar hohe Induktion der
endodermalen Marker tber die Applikation von Activin A hervorgerufen werden (Abb. 3.8.).
Obwohl andere Studien Uber scheinbar effektivere Protokolle mit einem hoheren
prozentualen Anteil als etwa 40 % an endodermalen Zellen berichten, stellte das im
Rahmen dieser Arbeit etablierte definierte serumfreie ML-Protokoll eine zuverlassige
Grundlage dar, um spezifische Schlisselfaktoren fur die Differenzierung von mES- und
miPS-Zellen in Atemwegsepithelzellen zu identifizieren.

4.4. DCI induziert die Expression des Clara-Zell Markers CCSP in mES- und miPS-
Zell-Differenzierungskulturen

In dieser Studie wurde die Differenzierung von mES- und miPS-Zellen in Epithelzellen der
Atemwege letztendlich mit dem neu etablierten ML-Protokoll durchgeflihrt unter
Verwendung des serumfreien Mediums RPMI und der Applikation von 50 ng/ml Activin A
(Tag 2-6) als Basaldifferenzierungsmedium (BM). Es konnte festgestellt werden, dass eine
zusatzliche Behandlung der Kulturen mit der Dreifaktorkomponente DCI in einer Induktion
des Clara-Zellmarkers CCSP in mES- und miPS-Zell Differenzierungskulturen resultiert
(Abb. 3.14.). Diese Ergebnisse stimmen mit publizierten Daten beziglich der Wirkung von
DCI auf primare Clara-Zellen Uberein [80-82]. Interessanterweise scheint das DCI einen
gegenteiligen Effekt auf die Generierung von zilientragenden Zellen aus PS-Zellen zu
haben. Die Expression des Foxjl, welches ein essentieller Transkriptionsfaktor fur die
Ziliogenese ist [228], war in der Gegenwart von DCI reduziert. Es ist beschrieben, dass
Clara-Zellen als Vorlauferzellen fur zilientragende Zellen agieren [203], so dass die
Vermutung besteht, dass DCI unter anderem die Differenzierung und Erhaltung des Clara-
Zellphanotyps in  den PS-Zelldifferenzierungskulturen unterstitzt, indem eine
Dedifferenzierung der Clara-Zellen zu zilientragenden Zellen verhindert wird. Im Gegensatz
zu DCI scheint KGF einen inhibitorischen Effekt auf die Differenzierung der PS-Zellen in
Clara-Zellen zu haben und bestatigt damit Studien an adulten Rattenlungen [68]. Neueste
Studien von Longmire et al. berichten von einer reifungsférdernden Wirkung der
Kombination aus DCI und KGF auf mES-Zell-abgeleitete und aufgereinigte Nkx2.1 positive
Vorlauferzellen. Die aufgereinigten Nkx2.1 positiven Vorlauferzellen wurden in dieser
Studie allerdings erst wahrend der letzten drei Tage der Differenzierung (Tag 22-25) mit der

Kombination aus DCI und KGF behandelt [178]. An dieser Stelle muss kritisch angemerkt
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werden, dass Longmire et al. eine weitere Reifung der Nkx2.1 positiven Vorlauferzellen in
vitro in Lungenepithelzellen, auRer Gber die mMRNA Genexpression, nicht weiter untersucht
haben. Zudem war in der vorliegenden Studie die CCSP mRNA Expression in den nicht-
aufgereinigten mES-Zelldifferenzierungskulturen unter Verwendung von DCI ohne KGF
20.000-fach gegenuber undifferenzierter mES-Zellen erhéht. Demgegeniber konnten
Longmire und Kollegen trotz Anteriorisierung des definitven Endoderms und
anschlieBender Aufreinigung der Nkx2.1 positiven Vorlauferzellen und deren
Weiterkultivierung in vitro nur eine etwa 5.000-fach héhere CCSP mRNA Expression
gegenuber undifferenzierter mES-Zellen erzielen. Dies spricht fir die Notwendigkeit einer
detaillierten Untersuchung der Wirkung der einzelnen Komponenten DCI und KGF auf die
atemwegsspezifische Differenzierung, wie sie in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrt

wurde.

4.5. Synergistischer Effekt von DCI und KGF auf die Expression von ATII-Zell-

Markern in mES- und miPS-Zell Differenzierungskulturen

Studien an isolierten primaren adulten ATII-Zellen konnten einen synergistischen Effekt der
Kombination aus DCI und KGF auf den Erhalt des ATII-Zellphanotyps in vitro zeigen [229].
Schmeckebier et al. konnten in einer aktuellen Studie nachweisen, dass DCI und KGF auch
auf die EB-basierte Differenzierung von mES- und miPS-Zellen in ATII-Zellen einen
synergistischen Effekt ausiiben [208]. In der vorliegenden Studie konnte der synergistische
Effekt der Kombination aus DCI und KGF auf die ATII-Zelldifferenzierung von mES- und
miPS-Zelldifferenzierungen auch im ML-Protokoll bestatigt werden.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Schmeckebier et al. konnte auch auf Basis
des ML-Protokolls die hochste SP-C mRNA Expression erzielt werden, wenn DCI (d14-26)
mit einer durchgehenden KGF Applikation (d0-26) kombiniert wurde (Abb. 3.16.). Zudem
fuhrte in der vorliegenden Studie die KGF Supplementierung ausschlief3lich in der spaten
Phase zur zweithdchsten SP-C Expression. Hieraus lasst sich schlieRen, dass Uber die
bekannte Wirkung von KGF auf die Proliferation und Differenzierung von ATII-Zellen [230]
hinaus, noch weitere Mechanismen in einer friheren Differenzierungsphase eine Rolle
spielen mussen. Eine Wirkung von KGF auf die Endodermbildung in der frihen Phase der
Differenzierung konnte allerdings nicht nachgewiesen werden, so dass mdglicherweise
andere noch nicht bekannte Mechanismen in dieser frihen Phase durch KGF beeinflusst

werden und einen Einfluss auf die spatere SP-C Expression in den
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Differenzierungskulturen haben. Auch Schmeckebier et al. konnte im EB-basierten und
partiell serumhaltigen Protokoll keinen Effekt von KGF auf die Endodermbildung feststellen
[208].

4.6. Clara-Zellreporter miPS-Klone differenzieren in Zellen mit einer CCSP

Promotor-abhangigen LacZ Expression

Die oft stark heterogene Zusammensetzung der Differenzierungskulturen von PS-Zellen
erschwert den Nachweis von generierten Lungenepithelzellen. Die Detektion spezifischer
Zelltypen Uber Antikérperfarbungen wird unter anderem durch maogliche Kreuzreaktionen
der verwendeten Antikorper mit anderen Zelltypen in den Differenzierungskulturen und
durch einen oft noch unreifen Phanotyp des gesuchten Zelltyps einhergehend mit einem
niedrigen Proteinexpressionslevel erschwert. Die Verwendung von transgenen Zelllinien mit
einer zelltypspezifischen Reporterexpression kann hilfreich sein, um verlasslich bestimmte
Zellderivate in den PS-Zelldifferenzierungskulturen zu detektieren und weitere
Untersuchungen durchzufuhren. Infolgedessen sollte fir eine Charakterisierung von
Atemwegsepithelzellen in den Differenzierungskulturen miPS-Klone verwendet werden, die
unter dem CCSP-Promotor Reportertransgene exprimieren.

Die kombinierte Nutzung lungenspezifischer Promotoren, wie CCSP und SP-C, mit
tetrazyklinregulierenden Systemen wird als Standardmethode fir die Untersuchung von
Genen in respiratorischen Epithelzellen in vivo genutzt [231-235]. Das haufigste
verwendete tetrazyklinregulierende System (Tet-On) besteht aus einem reversen
tetrazyklinabhangigen Transaktivator (rtTA) und dessen Promotorelement Py [236-238].
Fir die Bindung des Transaktivators an seinen Promotor, der wiederum ein Reportergen
kontrolliert, ist die Anwesenheit eines Tetrazyklins (hier Dox) notwendig. Herkdmmliche
Versionen des rtTA zeigen eine begrenzte Tetrazyklinsensitivitdt und eine Restaffinitat zu
dessen Promotor auf, so dass eine durch den Transaktivator induzierte
Hintergrundtransgenexpression auch in Abwesenheit eines Tetrazyklins auftreten kann. Fir
diese Studie wurde daher eine verbesserte Version des rtTA verwendet. Die rtTA25-M2
Version wies in Lungen doppeltransgener Mause keine Hintergrundaktivitdten auf und war
fur Tetrazykline sensitiver als die alte Version [238].

Transgene Mause, die die neue Generation des Tetrazyklintransaktivators exprimierten
[239], wurden mit GFP-tetO,-LacZ exprimierenden Reportermdusen gekreuzt [240]. Aus
Schwanzspitzenfibroblasten der generierten CCSP-1tTA2°-M2/GFP-tetO;-LacZ
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doppeltransgenen Nachkommen wurden die miPS-Klone C1L9 und C1L17 gewonnen. Die
miPS-Klone ermdglichten eine vereinfachte Analyse von miPS-Zellen-abgeleiteten
Atemwegsepithelzellen. Durch die Verwendung des optimierten ML-
Differenzierungsprotokolls konnte eine deutliche Anzahl an LacZ exprimierenden Zellen an
Tag 26 der Differenzierung beider miPS-Klone generiert werden (Abb. 3.18.). Die gRT-PCR
Analyse der LacZ” und LaczZ"™? Bereiche, die iber das ImaGene Green™C,,FDG-Kit

pos

detektiert wurden, bestatigte eine erhohte CCSP Expression in den LacZ™ Bereichen
(Abb. 3.20.). Auch die ATII-Zellmarker SP-C und SP-B waren gegeniuber den negativen
Bereichen angereichert. Eine mdgliche Erklarung ist, dass das 2,3 kb groRe CCSP Ratten-
Promotorelement eine Transgenexpression nicht nur in Clara-Zellen vermittelt, sondern
auch in ATII-Zellen [233, 241]. Tats&chlich vermittelte die verwendete Aktivatormauslinie 76
in einer Studie von Duerr et al. in beiden Zelltypen, Clara-Zellen und ATII-Zellen, eine
Transgenexpression in  neugeborenen Mausen, wobei in adulten Mausen die
Transgenexpression in Clara-Zellen hoch blieb und in ATIl-Zellen abnahm. Zudem ist
bekannt, dass SP-C wahrend der frihen Lungenentwicklung zunéchst in Vorlauferzellen
des Lungenepithels exprimiert wird und erst anschlieRend in einer spateren Phase der
Lungenentwicklung ein ATIl-zellspezifischer Marker wird [209]. Darlber hinaus haben
Studien zeigen kdnnen, dass zumindest SP-B mRNA und das SP-B pro-Protein ebenfalls in
adulten primaren Clara-Zellen exprimiert wird [242]. Es ist folglich nicht abschlie3end
geklart, ob in den miPS-Zelldifferenzierungskulturen das verwendete CCSP-
Reporterkonstrukt eine Transgenexpression vorwiegend in Clara-Zellen oder in beiden
Zelltypen, Clara-Zellen und ATII-Zellen oder in noch unreifen Vorlauferzellen des
Lungenepithels vermittelt. Zudem muss an dieser Stelle erwdhnt werden, dass eine
Quantifizierung der LacZP®® Bereiche bis zum derzeitigen Zeitpunkt nicht moglich war.
Wegen der starken extrazellularen Matrix in spaten Differenzierungskulturen ist die
Vereinzelung der Zellen in den Kulturen und die weitere Quantifizierung (beispielsweise
uber FACS) erschwert. Eine genaue Aussage der Effizienz von LacZP*® Bereichen kann
daher nicht getroffen werden.

Im Gegensatz dazu waren die Marker fir zilientragende Zellen, Foxjl und Tubb4, in den
LacZ exprimierenden Zellen nicht vermehrt induziert, so dass das Reporterkonstrukt
offensichtlich keine Transgenexpression in zilientragenden miPS-Zellderivaten vermittelt
und bestatigte somit das Expressionsmuster, welches in den transgenen Mausen gesehen
wurde [238]. Die Verifizierung des bronchialen/bronchiolaren Zelltyps von CCSP

exprimierenden Zellen in PS-Zelldifferenzierungskulturen wird zudem dadurch erschwert,
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da CCSP exprimierende Zellen nicht nur in der Lunge, sondern auch in weiteren Organen
vorkommen [188, 189]. Somit ist es zwingen notwendig weitere Clara-Zell-spezifische
Marker in die fortlaufenden Untersuchungen mit einzubeziehen, um eine sichere Aussagen
uber den Phanotyp der Zellen in den LacZ"°® Bereichen machen zu konnen.

Eine unerwartete LacZ Expression konnte allerdings auch in Differenzierungskulturen der
miPS-Zellen C1L9 und C1L17 gefunden werden, die nicht mit Dox induzierten wurden. Wie
schon erwahnt wies die rtTA2%-M2 Version in Lungen keine Hintergrundaktivitat auf und
war fur Tetrazykline sensitiver als die alte Version. Eine trotzdem vorhandene
Hintergrundaktivitdt in den miPS-Klonen ohne Dox-Induktion kann nicht vollstandig
ausgeschlossen werden, da nahere Untersuchungen diesbeziglich nicht vorgenommen
wurden. Eine mogliche weitere Erklarung fir die unerwartete LacZ Expression in
Differenzierungskulturen der miPS-Klone ohne Dox-Induktion konnte eine uber die
Reprogrammierung der  Mausschwanzfibroblasten  stattgefundene  epigenetische
Modifikation darstellen. In wie weit eine epigenetische Veranderung zu einer Veréanderung
des Konstrukts gefuhrt hat, ist allerdings nicht klar und bedarf weiterer Untersuchungen.
Unspezifische Aktivitaten konnen ebenfalls entstehen, wenn beispielsweise induzierbare
Promotoren der Kontrolle eines Verstarkerelements unterliegen (enhancer trap) wie in dem
hier verwendeten Konstrukt, in dem der TetO; Promotor von zwei CMVm (cytomegalovirus
IE promoter) Elementen flankiert wird. Desweiteren konnen auch Verstarkerelemente im
Genom der Zielzelle derartige Effekte induzieren [243].

In jedem Fall deuten die Daten der qRT-PCR Analyse der LacZP®® und LacZ" Bereiche auf

eine spezifische CCSP-abhangige Induktion der LacZ Expression hin.

4.7. Die GFP Proteinexpression des miPS-Klons C1L9 stimmte mit der LacZ-

Expression nicht Uberein

Die miPS-Klone, die aus der CCSP-rtTA2°-M2/GFP-tetO;-LacZ doppeltransgenen Maus
generiert wurden, sollten neben LacZ auch gleichzeitig GFP exprimieren. Die regulierte
Expression der beiden Gene sollte Gber den bidirektionalen Promotor TetO-, der von zwei
CMVm Promotorelementen flankiert ist, ermdglicht werden [240].

Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass die GFP-Expression nicht mit der LacZ-
Expression Ubereinstimmte. In den GFPP® Bereichen konnte keine lungenspezifische

MRNA Expression nachgewiesen werden.
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Die Daten deuten darauf hin, dass die GFP-Expression, abweichend von der LacZ-
Expression, unspezifisch und unabhangig vom transgenen bidirektionalen CCSP-Promotor-
Konstrukt in den Zellen exprimiert wurde. Auch hierfur lasst sich nur vermuten, dass uber
die Reprogrammierung hervorgerufene epigenetische Veranderungen, zu einer
unspezifischen Expression (im Gegensatz zu der LacZ Expression) gefuihrt haben. Ohne
weitere Untersuchungen bleibt jedoch die Frage offen, warum die LacZ Expression
spezifisch durch den Transaktivator induziert wird, aber die GFP Expression unspezifisch
durch eine mdgliche epigenetische Modifikation wird.

4.8. Die TEM Analyse bestéatigt das Vorkommen von Clara-Zellen in den LaczZP®®

Bereichen

Fur die weitere Charakterisierung des Phanotyps von Zellen mit einer Transgenexpression
konnen zusatzliche Nachweismethoden herangezogen werden. Neben spezifischen
Antikorperfarbungen kann auch der Nachweis spezifischer ultrastruktureller Merkmale
Aufschluss Uber den vorliegenden Zelltyp geben. Aus diesem Grund wurden die aus dem
miPS-Klon C1L9 generierten LacZP*® Bereichen auf das Vorhandensein von Zellen mit
einer Clara-Zell typischen Ultrastruktur untersucht.

Uber die TEM Analyse konnte der Nachweis erbracht werden, dass ein Clara-Zell-ghnlicher
Zelltyp der vorherrschende Phanotyp in den LacZP® Bereichen war (Abb 3.23). Obwohl
nicht quantifiziert, konnte eine deutliche Anreicherung von Zellen mit einer Ultrastruktur
typisch fur nicht-zilientragende, nicht-schleim-produzierende atemwegsspezifische Clara-
Zellen nachgewiesen werden. Es ist bekannt, dass die Ultrastruktur von Clara-Zellen
zwischen verschiedenen Spezies variiert. Bei Clara-Zellen der Nagetiere sind glattes
endoplasmatisches Retikulum und sekretorische Granula im apikalen Zellapex
charakteristische Merkmale, sowie groRe Mitochondrien und laterale Zellfortséatze [244,
245]. Die Zellen, die in den LacZ"*® Bereichen gefunden wurden, wiesen eine apikal-basal
orientierte Differenzierung auf und waren uber die laterale Plasmamenbran dber Tight
Junctions miteinander verbunden, Anzeichen fur eine epitheliale Differenzierung der Zellen.
In den apikalen Zellbereichen war glattes endoplasmatisches Retikulum zu finden. Obwohl
relativ selten, konnten sekretorische Granula nachgewiesen werden sowie Mitrochondrien
und Microvilli-dhnliche apikale und laterale Zellfortsatze. Allerdings waren, im Vergleich zu
Clara-Zellen der Nagetierlunge, diese Charaktereigenschaften nicht vollstandig entwickelt,

was auf einen teilweise unreifen Phénotyp der Zellen hindeutet. Dies kénnte ein Grund
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sein, warum in den LacZ"°® Bereichen bisher keine anti-CCSP-immunpositiven Zellen tiber
eine Antikoérperfarbung nachgewiesen werden konnten. In zukinftigen Studien kénnte Uber
die weitere Differenzierung in Air-Liquid-Interface Kulturen eine Reifung der aus miPS-

Zellen abgeleiteten Atemwegsepithelzellen induziert werden.
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5. Perspektiven

Im Rahmen dieser Studie ist es gelungen, ein definiertes serumfreies
Differenzierungsprotokoll zu etablieren, welches als geeignete Grundlage fir die
Austestung von Schlisselfaktoren fir die bronchoalveolare Differenzierung von mES- und
miPS-Zellen diente. In der vorliegenden Arbeit konnte DCI als Schusselfaktor fur die
Differenzierung der PS-Zellen in Clara-Zellen identifiziert werden. Demgegentiber scheint
die zuséatzliche Applikation von KGF contrainduziert zu sein und vielmehr synergistisch die
alveolare Spezifizierung zu férdern. Zudem konnte weltweit zum ersten Mal die
Differenzierung von Clara-Zell-Reporter miPS-Zellen in Atemwegsepithelzellen Gber eine
spezifische Reportergenexpression nachgewiesen werden.

Fur die weitere Optimierung des Protokolls kdnnte analog zu aktuellen Publikationen eine
gezielte Anteriorisierung des definitiven Endoderms in anteriores Vorderdarmendoderm
vorgenommen  werden, gefolgt von einer gezielten Differenzierung des
Vorderdarmendoderms in Lungenepithelzellen [177, 178, 193].

Die Untersuchung der Ultrastruktur hat gezeigt, dass die Clara-Zell-dhnlichen Zellen in den
LacZzP*® Bereichen der Differenzierungskulturen der miPS-Klone einen eher unreifen Clara-
Zellphanotyp aufwiesen. Fir eine Forderung der Reifung dieser Zellen ist zukinftig geplant,
die unreifen Clara-Zell-ahnlichen Zellen aufzureinigen und Uber das Air-Liquid-Interface-
Modell (mit dem eine Blut-Luft-Schranke imitiert werden soll) weiter zu kultivieren. In
diesem Zusammenhang soll auch die Fahigkeit der Clara Zell-dhnlichen Zellen tberpruft
werden, in zilientragende Zellen differenzieren zu kénnen.

Desweiteren soll ein Protokoll fur eine effiziente Dissoziation der Zellen auch in alteren
Differenzierungskulturen mit einer stark ausgebildeten extrazellularen Matrix etabliert
werden, zum einen fur die Quantifizierung der generierten Clara-Zell-dhnlichen Zellen und
zum anderen fur die Verwendung dieser Zellen in einem geeigneten Tiermodell zur
Uberprifung der Funktionalitat.

Das etablierte Differenzierungsprotokoll fir mES- und miPS-Zellen soll anschlieend auch
auf hES- und hiPS-Zellen Ubertragen und ausgetestet werden.
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6. AbklUrzungsverzeichnis

Abca3
Act A

ALl

AP
ATI-Zellen
ATII-Zellen
ATP

BM

BMP

Bry

cAMP
CCSP
Cdx
C/EBP

CF

CFTR Protein

c-Kit

c-Myc
CMVm

COPD
Cxcr4

d
DCI

DMSO
EB
ES-Zellen
FACS

FB

ATP-binding-cassette transporter A3
Activin A
Air-Liquid-Interface
anterior-posterioren
Alveolarepithelzellen Typ |
Alveolarepithelzellen Typ Il
Adenosintriphosphat
Basalmedium
bone morphogenetic protein
Brachyury
zyklisches Adenosinmonophosphat
Clara cell secretory protein, auch als CC10 bekannt
caudal homeobox transcription factor
CCAAT/enhancer binding protein
cystische Fibrose, Mukoviszidose
cystic Fibrosis Transmembran Conductance Regulator
v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene
homolog
myelocytomatosis viral oncogene

cytomegalovirus IE promoter
chronisch obstruktive Lungenerkrankung
chemokine (C-X-C motif) receptor 4

Tag

Dexamethason, 8-Bromoadenosin 3',5’-cyclic
Monophosphat Sodium und 3-Isobutyl-1-Methylxanthin
Dimethylsulfoxid

Embryoid Body

Embryonale Stammzellen

Durchflusszytometrie

bestrahlte MEFs
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Fbx15

FCS

FGF

Fox

Gata

GFP

Gsc

Gsk3
hES-Zellen

Hex

hiPS-Zellen
HoxB5
IBMX
IMDM
IPS-Zellen
KGF

Klf4

LIF

MEF
mES-Zellen
miPS-Zellen
ML

neg

Nkx2.1

Oct3/4
PBS
PCR
Pdx1

Pl
PKA

pos

F-box protein 15, auch als Fbxo15 bekannt

fetales Kalberserum

fibroblast growth factor

forkhead box transcription factor

GATA-binding protein

green fluorescent protein

goosecoid

glycogen sythase kinase-3

humane embryonale Stammzellen

hematopoetically expressed homeobox transcription
factor

humane induzierten pluripotenten Stammzellen
homeobox B5

3-Isobutyl-1-Methylxanthin

serumhaltiges Differenzierungmedium

induzierte pluripotente Stammzellen
Keratinozytenwachstumsfaktor, auch als FGF7 bekannt
Krippel-like faktor 4

leukemia inhibitory factor

murine embryonale Fibroblasten

murine embryonale Stammzellen

murine induzierte pluripotente Stammzellen
Monolayer

negativ

NK2 homeobox 1, auch thyroid transcription factor 1
(TTF1) bekannt

octamer binding transcription factor 3/4

phosphat buffered saline

Polymerase Kettenreaktion

pancreas-duodenal associated homeobox 1 transcription
factor

Propidiumjodid

protein kinase A

positiv
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PS
PS-Zellen
qRT-PCR
RA

RDS
Rex1
RPMI

RT
SAGM
Sox

SP- (A, B, C, D)
SR
SSEA
T3

Thx1

TE

TEM
TGFpB
Tra

Tujl
VEGF
Wnt

w/o

Primitivstreifen

pluripotente embryonale Stammzellen
guantitative Real Time PCR

Retinolsaure

Atemnotsyndrom (RDS, respiratory distress syndrom)
RNA endonuclease transcription factor 1
serumfreies Differenzierungmedium
Raumtemperatur

Small airway growth Medium

Sry-related HMG box factor

Surfactantprotein

Serum Replacment

stage-specific embryonic antigen
Trijodthyronin

T-box transcription factor 1

Trypsin/EDTA
Transmissionselektronenmikroskopie
transforming growth factor-3

tumor rejection antigen

class Il beta-tubulin, auch als Tubb3 bekannt
vascular endothelial growth factor

abgeleitet von Int und Wg (wingless) aus Drosophila
melanogaster

with out
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