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ZUSAMMENFASSUNG

Zell-basierte Therapien konnten in Zukunft vdllig neue Behandlungsoptionen flr
verschiedenste Gewebeschaden und degenerative Erkrankungen bieten. Pluripotente
humane embryonale Stammzellen (hESC) gelten durch ihr potentiell unbegrenztes
Expansions — und Differenzierungspotential seit Jahren als aussichtsreiche Zellquelle fir die
regenerative Medizin. Mit den erstmals in 2007 von Takahashi et al. beschriebenen
humanen induzierten pluripotenten Stammzellen (hiPS) existiert nun erstmals eine ethisch
unbedenkliche Alternative zu hESCs, die dartiber hinaus auch autolog verfliigbar ware.

Ein kritischer Aspekt bei der Herstellung Patienten-spezifischer hiPS ist sicherlich die zu
befurchtende erhdhte Zahl akkumulierter Mutationen in iPSC von alteren Individuen. Unter
diesem Gesichtspunkt ist die Herstellung und Charakterisierung von hiPS-Zellen aus
Nabelschnurblut, welche in unserer Arbeitsgruppe erstmals gelungen ist, von besonderer
Bedeutung. Weitere gute Argumente fir die Verwendung von Nabelschnurblut zur
Herstellung von iPS-Zellen ist sicherlich die Mdglichkeit der nicht-invasiven Zellgewinnung
sowie die Existenz groRer oOffentlicher und privater Nabelschnurbanken. Innerhalb dieser
Arbeit konnten Uber Analyse der verwendeten Ausgangszellen sowie der generierten hiPS
und deren Derivate wichtige Beitrage fir die detaillierte Charakterisierung und den Nachweis
der Pluripotenz von hiPS aus Nabelschnurblut geliefert werden.

Eines der groten Hindernisse fiir die Entwicklung zellbasierter Therapien stellen die bisher
verwendeten Methoden zur Kultur pluripotenter Stammzellen dar. Realistisch betrachtet
konnen Zellmengen in den klinisch bendtigten GréRenordnungen uber die traditionell
verwendete ,Feederzell“-abhangige adharente Kultur nicht bereit gestellt werden. Ein
essentieller Schritt zur Massenproduktion pluripotenter Stammzellen ist daher die
Entwicklung von Methoden, welche die Expansion in skalierbarer Suspensionskultur
erlauben. Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein auf einem definierten Medium und auf
Einzelzellinokulation beruhendes Suspensions-basiertes Kultursystem fir humane iPS-
Zellen entwickelt werden. Die generelle Anwendbarkeit wurde unter Verwendung von ESC
von Mensch und zwei Makakkenspezies demonstriert. Flr ein vereinfachtes Monitoring der
Pluripotenz innerhalb der Suspensionskulturen wurden Reporterzelllinien generiert, die
eGFP unter der Kontrolle des Pluripotenz-assoziierten OCT4 Promotors exprimierten.
Vergleiche bezuglich der Proliferationsraten, Erhalt der Pluripotenz und des
Differenzierungspotentials ergaben keine nennenswerten Unterschiede zwischen den beiden
Kultursystemen. Die Analyse von Karyogrammen erbrachte auch nach bis zu 20 Passagen
in Suspensionskultur keinerlei Hinweise auf genetische Veranderungen der kultivierten
Zellen. Die generelle Skalierbarkeit des entwickelten Kultursystems durch Ubertragung in
dynamische Erlenmeyerkulturen reprasentierte einen weiteren essentiellen Schritt zur
Massenexpansion der pluripotenten Zellen.

Zusammenfassend konnten innerhalb dieser Arbeit wichtige Beitrage zur erstmals
beschriebenen Herstellung und detaillierten Charakterisierung von hiPS aus Nabelschnurblut
geleistet werden. Daruber hinaus ist mit der Entwicklung eines definierten Kulturverfahrens
fir die Expansion von hiPS in Suspensionskultur die entscheidende Basis fir die
Bereitstellung klinisch und industriell relevanter Mengen an pluripotenten Stammzellen und
deren Derivaten gelegt worden.
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ABSTRACT

Cell-based therapies promise to be a valuable tool for regenerative medicine. Due to their
potential for unlimited proliferation and differentiation human embryonic stem cells (hESC)
seem to be an applicable cell source. Particularly the in 2007 by Takahashi et al. introduced
human induced pluripotent stem cells (hiPS) offer an ethical unproblematic alternative and
the possibility to generate autologous cell sources.

Presumably, an increased number of accumulated mutations in hiPS from elderly individuals
pose one critical aspect of hiPS generation. From this point of view, the generation and
characterization of hiPS from cord blood, as first described by our group, seems to be of
particular importance. Further arguments for the use of cord blood for generation of iPS are
the non-ivasive cell-collection as well as the existence of public or commercial cord blood
banks. Within this thesis, important data on the source cells and the generated iPS and their
derivatives have been contributed that were necessary for the detailed characterisation and
the proof of pluripotency of cord blood iPS.

So far, culture techniques that are currently available represent one of the major hurdles for
development of cell-based therapies. Actually, clinically required cell numbers cannot be
produced via conventional adherent culture. Therefore, the development of culture
techniques enabling expansion of pluripotent stem cells in scalable suspension culture
represents an essential step towards mass production of pluripotent stem cells.

During this thesis a culture system based on a defined medium and single cell inoculated
suspension cultures could be established. The system could be utilized to expand hESC,
different lines of hiPS as well ESC lines as two different Macaca species. For direct control of
the pluripotency reporter cell lines of the used pluripotent cell lines which express eGFP
under control of the pluripotency associated OCT4 promotor were established via lentiviral
gene transfer. Comparison of cells from the established suspension cultures and the
conventional feeder-depended culture system regarding proliferation, expression of
pluripotency markers and differentiation capacity did not reveal obvious differences. A stable
karyotype was observed for up to 20 passages of suspension culture by G-banding analysis.
Pilot experiments in Erlenmeyer Flasks demonstrated the general scalability of the
suspension culture protocol as another essential step for the mass expansion of the
pluripotent cells.

In conclusion, important data could be contributed to the generation and detailed
characterization of hiPS from cord blood. Moreover, the ability to expand undifferentiated
hiPS and hES cells in suspension culture, avoids the limitations of adherent cell culture and
represents an important step towards controlled bioprocessing and industrial manufacturing
of these cells for clinical application and biopharmaceutical drug development.

Pluripotent stem cells, suspensions culture, eGFP reporter cell lines
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1. EINLEITUNG

1.1. Strategien der regenerativen Therapie
Ziel der regenerativen Therapie ist es durch Zelltransplantation, Implantation artifizieller
Gewebe oder durch Induktion der Regeneration kérpereigener Zellen geschadigte Gewebe

zu rekonstruieren oder zu ersetzen.

Adulte Stammzellen, vor allem Stammzellen des Knochenmarks werden bereits seit
Jahrzehnten erfolgreich eingesetzt um Patienten mit hematopoetischen Erkrankungen zu
behandeln. Des Weiteren konnten Keratinozyten zur Behandlung von akuten oder
chronischen Wunden eingesetzt werden [1]. Hornhautschadigungen konnten durch den
Einsatz epithelialer Stammzellen behandelt werden [2]. Das Potential adulter Stammzellen
ist in Bezug auf (Trans-) Differenzierung und Expansionsfahigkeit jedoch in der Regel auf
den jeweiligen Gewebetyp begrenzt. Die erfolgreiche Etablierung pluripotenter, embryonaler
Stammzelllinien zunachst aus nicht humanen Primaten [3, 4] - gefolgt von der Isolation
stabiler pluripotenter Zelllinien aus humanen Blastozysten [5] - erdffnete die Mdglichkeit,
Stammzell-basierte Therapien fur Parkinson, Diabetes oder Kardiovaskulare Erkrankungen
zu entwickeln unabhangig der Limitationen adulter Stammzellen. Durch Transplantation
neuraler Vorlauferzellen generiert aus murinen embryonalen Stammzellen (MESC) konnten

beispielsweise Symptome von Parkinson [6] im Nagermodel behandelt werden.

Ein wichtiger Meilenstein war auch die in 2007 von Takahashi et al. [7] entwickelte Induktion
pluripotenter Zelllinien aus somatischen Zellen. Dadurch wurde es mdglich Patienten-eigene,
pluripotente Zelllinien zu generieren, die keine AbstoRung nach autologer Transplantation
zurlick in den Patienten zeigen sollten. Dies bedeutete einen wichtigen Fortschritt auf dem
Gebiet der klinischen Anwendbarkeit der pluripotenten Zellen und ihrer Derivate. Die hohen
Proliferationsraten und die Fahigkeit unter geeigneten Bedingungen alle somatischen
Zelltypen hervorzubringen tragen zusatzlich zum groRen therapeutischen Potential der

pluripotenten Stammzellen bei.

Um eine klinische Anwendbarkeit zu ermdglichen, sind detaillierte Untersuchungen der
Mechanismen, die der Proliferation und Differenzierung pluripotenter Stammzellen zu

Grunde liegen, unerlasslich.

Des Weiteren ist die Bereitstellung ausreichender Zellmengen in gleichbleibender Qualitat
die im Fall der klinischen Anwendung unter Standards des ,Good manufacturing practice
(GMP)* hergestellt werden missen, ein wichtiger Aspekt. Um beispielsweise nach einem
myokardialen Infarkt geschadigtes Gewebe vollstandig ersetzten zu kdnnen, missen etwa

1 — 2 x 10° Kardiomyozyten zur Verfiigung gestellt werden [8]. Fiir die Behandlung von Typ 1
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Diabetes, die mit dem Verlust funktioneller 3-Zellen in der Bauchspeicheldrise einhergeht
werden etwa 1 x 10° Insulin-produzierende R-Zellen pro Patient benétigt [9]. Kultursysteme,
die eine Expansion von Stammzellen und deren Derivaten in diesen Dimensionen
ermoglichen, sind daher von groRem Interesse, aber fir humane pluripotente Zellen nicht

verfugbar.

1.2 Stammzellen

Zellen mit dem Potential zur Selbsterneuerung und der Fahigkeit, zu verschiedenen,
somatischen Zelltypen eines Organismus zu differenzieren, werden als Stammzellen
bezeichnet. Abhangig vom Differenzierungspotential der Zellen wird unterschieden in
totipotente, pluripotente und multipotente Zellen. Totipotente Zellen haben das Potential,
einen vollstandigen Organismus einschliel3lich extraembryonaler Gewebe (z.B. Placenta)
hervorzubringen. Wahrend der Embryonalentwicklung kommt es zu Spezialisierung der
Zellen, zunachst in extraembryonales Endoderm und die Innere Zellmasse (ICM). Zellen der
ICM werden als pluripotente Zellen bezeichnet, da sie Zellen aller 3 Keimblatter, Endoderm,
Ectoderm und Mesoderm hervorbringen kénnen. Mit jedem folgenden Entwicklungsschritt
verringert sich das Differenzierungspotential von Stammzellen hin zu multipotenten Zellen,
die in der Lage sind verschiedene Organ-spezifische Zelltypen hervorzubringen, oder
unipotenten Stammzellen, welche ausschlieBlich Zellen eines einzelnen Zelltyps
hervorbringen kdnnen [10]. Des Weiteren wird abhangig vom zeitlichen Auftreten wahrend
der Entwicklung und dem Zeitpunkt ihrer Isolierung in embryonale, fetale und adulte
Stammzellen unterschieden [11]. Adulte oder somatische Stammzellen sind fir die
kontinuierliche Regeneration des entsprechenden Gewebes verantwortlich [10]. Adulte
Stammzellen befinden sich in einer pre-terminalen Differenzierungsphase ihres
Entwicklungsprozesses. Durch die nur teilweise untersuchten Mechanismen, die zur
Aktivierung adulter Stammzellen fuhren, die zumeist schwierige lIsolation und in vitro
Expansion eignen sich unterschiedliche adulte Stammzellen nur eingeschrankt fir die

Entwicklung neuer Zell-basierter Therapien.

1.2.1 Embryonale Stammzellen

Embryonale Stammzellen (ESC) werden aus der ICM praimplantierter Blastozysten
gewonnen und in vitro als Zelllinien etabliert. Die ersten embryonalen Stammzelllinien
konnten 1981 von Evans et al. aus Mausblastozysten etabliert werden (murine embryonale
Stammzellen (MESC)) [12]. Thomson et al. konnten 1995 embryonale Stammzellen aus
Rhesusaffen [3] und 1998 auch aus humanen Blastozysten (humane embryonale
Stammzellen (hESC)) generieren [5] (Abb. 1). Charakteristisch fur pluripotente embryonale
Stammzellen sind die Expression spezifischer Oberflachemarker wie SSEA3, SSEA4 (Stage
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specific embryonic antigen (human)) und SSEA1 (murin), oder TRA 1-60, TRA 1-81
(Trafalger). Entscheidendes Merkmal ist die Expression Pluripotenz-assoziierter
Transkriptionsfaktoren wie OCT4 (Octamer binding), NANOG, REX1 und SOX2 (SRY box
containing gene 2) sowie eine hohe Telomerase-Aktivitat. Das Differenzierungspotential der
pluripotenten Zellen kann in vivo durch Teratombildung nach Injektion in immundefiziente
Mause und in vitro durch gerichtete oder spontane Differenzierung in Zelltypen aller drei
Keimblatter gezeigt werden [13]. Im Gegensatz zur Embryonalentwicklung, bei der die
pluripotenten Zellen nur in einem sehr begrenzten Zeitraum auftreten, kann der pluripotente
Phanotyp der Zellen unter geeigneten in vitro Kulturbedingungen erhalten werden. Die flr
den Erhalt der Pluripotenz notwendigen Bedingungen sind dabei Spezies-abhangig [14].
Wahrend flir mESC eine Kultur auf mitotisch inaktivierten Fibroblasten unter Zugabe des
Zytokins LIF (Leukemia Inhibitory Factor) ausreichend ist um die Pluripotenz zu erhalten,
sind humane pluripotente Zellen abhangig von der Zugabe des Wachstumsfaktors bFGF
(basic fibroblast growth factors) [13, 15].

Aufgrund ethischer Fragen, die mit der Isolation und Anwendung einhergehen, ist die
Forschung an hESC in vielen Landern gesetzlich reglementiert und wird in Deutschland
durch das Robert Koch Institut tberwacht. Anfang 2008 standen laut dem ,Dritten
Erfahrungsbericht der Bundesregierung (ber die Durchfiihrung des Stammzellgesetzes”
(http://www.bmg.bund.de/cin_171/nn_1168258/SharedDocs/Downloads/DE/Presse/Presse-

2009/Dritter-Erfahrungsbericht-Stammzellgesetzes.html) weltweit ca. 500 humane ES-
Zelllinien zur Verfigung von denen etwa die Halfte bereits wissenschaftlich beschrieben
wurde. In Deutschland wurden bis zum Februar 2010 51 Antrage zur Forschung mit hESC

genehmigt (http.//www.rki.de/DE/Content/Gesund/Stammzellen/Register/register).

Durch ihren allogenen Charakter wirden ESC und aus ihnen abgeleitete Zellen nach
Transplantation eine Immunantwort hervorrufen [16]. Theoretisch kann die
AbstoRungsreaktion durch die Verwendung autologer Linien, die durch den sogenannten
Somatischen Kern Transfer entstehen, vermieden werden. Die prinzipielle Machbarkeit
konnte im Tiermodell gezeigt werden [17]. Im humanen System wurde diese Methode nicht
angewendet und ist ethisch umstritten. Alternative Wege zur Generierung autologer Zelllinien
wurden daher verfolgt. Zum Beispiel konnte durch Fusion adulter muriner Fibroblasten mit
ESC eine Reprogrammierung erreicht werden [18]. Eine weitere Mdglichkeit ist die
Generierung induzierter pluripotenter Stammzellen durch Transfektion der somatischen
Zellen mit den Pluripotenz-assoziierten Transkritptionsfaktoren OCT4, SOX2, ¢c-MYC und
KLF4 [19].
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Abb. 1: Etablierung humaner embryonaler Stammzelllinien. Zur Gewinnung embryonaler

Stammzellen wird die innere Zellmasse einer praimplantierten Blastozyste isoliert und auf einer
Unterlage von mitotisch inaktivierten Fibroblasten kultiviert. Stabile Zelllinien entstehen durch
Dissoziation und erneutes Plattieren auf mitotisch inaktivierten Fibroblasten.
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1.2.1.1 Differenzierung pluripotenter Zellen in verschiedene somatische Zelltypen

Zur Initiierung von Differenzierungsprozessen werden die Stammzellkolonien typischerweise
in Suspensionskulturen Uberfuhrt. In Suspension bilden die abgeldsten Zellkolonien
Aggregate, die sogenannten Embryoid Bodies (EBs). Innerhalb der EBs durchlaufen die
Stammzellen einen Prozess, der zumindest teilweise die Zelldifferenzierung wahrend der
Embryogenese nachbildet. Es kommt zur Entstehung einer dul3eren endodermalen Schicht,
gefolgt von Zellen mit ectodermalem Charakter, bis hin zu mesodermalen Zellen im Innern
des EBs [20-23].

Bereits in 2001 gelang die Differenzierung von hESC in neuronale Zelltypen [24-26], Insulin-
produzierenden Zellen [27], hematopoetischen Zellen [28] und Kardiomyozyten [29]. Das
therapeutische Potential der generierten Stammzellderivate konnte in Tiermodellen gezeigt
werden, wie z. B. eine funktionelle Verbesserung des Sehvermdgens erblindeter Mause
durch den Einsatz von hESC-abgeleiteter retinaler Photorezeptoren [30]. In Studien von Kim
et al. und Yang et al. konnte die Anwendung von domaninergen Neuronen in Parkinson
Modellen der Ratte gezeigt werden [6, 31]. In 2009 wurde durch die FDA (Food and Drug
Administration) in den USA die erste klinische Studie basierend auf hESC genehmigt. In der
Studie der Firma Geron sollen hESC-abgeleitete Oligodentrozyten Vorlauferzellen verwendet

werden, um Verletzungen des Ruckenmarks zu behandeln (http://www.geron.com).
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1.2.2 Induzierte pluripotente Stammzellen
Die Uberexpression bestimmter Pluripotenz-assoziierter Transkriptionsfaktoren fiihrt zur
Reprogrammierung somatischen Zellen und somit zur Erzeugung von induzierten

pluripotenten Stammzellen (iPS), die in ihren Eigenschaften ESC sehr ahnlich sind.

Die Reprogrammierung muriner embryonaler Fibroblasten konnte durch die Virus-vermittelte
Uberexpression der Transkriptionsfaktoren OCT4, SOX2, c-MYC und KLF4 zum ersten Mal
in 2006 von Takahashi et al. gezeigt werden [19] (Abb. 2). Die entstandenen Zellen zeigten
unter den geeigneten Kulturbedingungen Charakteristka von ESC wie unbegrenzte
Selbsterneuerung und ein in vitro Differenzierungspotential in Zellen aller 3 Keimblatter.
Weiterhin konnten die Expression von Pluripotenz-assoziierten Oberflachenmarkern, eine
hohe Telomerase-Aktivitdt und die Fahigkeit zur Teratombildung nach Injektion in
immundefiziente Mause gezeigt werden. Durch die in 2007 von Takahashi et al. [7] gezeigte
Reprogrammierung humaner somatischer Zellen durch Uberexpression von OCT4, SOX2, c-
MYC und KLF4, wurde erstmals eine ethisch unbedenkliche Methode zur Generierung
autologer pluripotenter Stammzellen im humanen System entwickelt. Aufbauend auf der
entwickelten Methode gibt es zahireiche Studien, die sich mit der Generierung humaner iPS

Zellen beschaftigen.

Vor allem durch die Verwendung von retroviralen Vektoren zur Uberexpression bekannter
Onkogene wie ¢c-MYC fir die Reprogrammierung und das damit verbundene Risiko der
Insertionsmutagenese, eignen sich die ersten erzeugten iPS-Zelllinien jedoch nicht fir

therapeutische Anwendungen.

Die erfolgreiche iPS-Generierung mit einer anderen Kombination aus Faktoren - OCT4,
SOX2, LIN28 und NANOG -, die ohne die Verwendung von ¢c-MYC auskommt, konnte
bereits im gleichen Jahr gezeigt werden [32, 33]. In folgenden Studien konnte - abhangig von
der fir die Reprogammierung verwendeten Zellquelle - die Anzahl der bendtigten Faktoren
reduziert werden [34-36]. Beispielsweise war flr neuronale Zellen lediglich die
Uberexpression von OCT4 ausreichend, um pluripotente iPS Linien zu etablieren [35]. Durch
die Verwendung episomaler oder Transposon-basierter Vektoren [37-39] sowie eine direkte
Transduktion mit Proteinen [40] konnten bereits hiPS ohne genomische Integration eines
Transgens erzeugt werden. Weitere Studien beschaftigten sich mit geeigneten somatischen
Zellquellen bezlglich deren Verflugbarkeit und Qualitat. Aasen et al. [41] verwendeten als
Zellquelle primare humane Keratinozyten und waren in der Lage, hiPS aus einem einzelnen,
menschlichen Haar zu generieren. Die in vitro Differenzierung von hiPS in klinisch-relevante
Zelltypen - wie hamatopoetische und Hepatozyten-ahnliche Zelltypen sowie Kardiomyozyten
- konnte bereits gezeigt werden. [42, 43] [44].Die Generierung patienteneigener iPS Zellen

[45-48] und deren in vitro Differenzierung zu klinisch relevanten Zelltypen und somit die
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Bereitstellung autologer Zellen fur die therapeutische Anwendung, stellt, neben der ethischen

Fragestellung, einen weiteren Vorteil der humanen iPS dar.

somatische Zellen

Einleitung der Reporgammierung
durch Uberexpression
relevanter Faktoren

- =/

Uberfiihrung in Kulturbedingungen
fir pluripotente Zellen

o

Etablierte Kultur induzierter pluripotenter Stammzellen

Abb. 2: Generierung induzierter pluripotenter Stammzellen (iPS). Durch die Uberexpression
relevanter Faktoren und die Expansion unter geeigneten Kulturbedingungen kdnnen pluripotente

Zellen erzeugt so genannte induzierte pluripotente Stammzellen (iPS) werden
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1.3 Stammzellen und ihre Derivate in der kommerziellen und klinischen

Anwendung
Durch ihre (theoretisch) unbegrenzte Teilungsfahigkeit und relativ hohe Proliferationsrate
stellen pluripotenten Stammzellen eine nahezu unerschopfliche Zellquelle dar. Die
Differenzierung in verschieden Derivate der 3 Keimblatter er6ffnet die Mdoglichkeit zur breiten
Anwendung in der regenerativen Medizin. Neben Anwendungen in Zell-basierten Therapien
konnten Derivate humaner pluripotenter Stammzellen, wie Kardiomyozyten oder
Hepatozyten die bisher in in vitro Toxizitatstests, verwendeten, Primarzellen bzw. Zelllinien,
ersetzen. Durch den Einsatz von pluripotenten induzierten Stammzellen bzw. ihrer Derivate
kénnte eine theoretisch unerschopfliche Zellquelle in immer vergleichbarer Qualitat

bereitgestellt werden [49-52].

Einen weiteren Schwerpunkt der Forschung an hiPS Zellen stellt die Untersuchung
genetischer Defekte in Zellkultur dar. Hier sind iPS Zelllinien, die aus betroffenen Patienten

isoliert werden kénnen von héchster Bedeutung [53].

1.3.1 Wie viele Zellen sind no6tig? — Eine Abschatzung

Klinische Anwendungen pluripotenter Zellen oder ihrer Derivate sind eine groRe Hoffnung im
Bereich der regenerativen Medizin. Kritische Aspekte betreffen z.B. die notwendige
Generierung spezifischer, reiner Zellpopulationen [54] oder Immunreaktionen nach
Transplantation [55, 56]. Ein weiterer kritischer Punkt ist bisher die Herstellung
ausreichender Zellmengen und -Qualitdten. Voraussichtlich werden fir die meisten
klinischen Anwendungen grolde Zellmengen bendtigt. Flr die angestrebten therapeutischen
Anwendungen wie etwa Stammzell-abgeleiteter Kardiomyozyten zur Therapie nach
myokardialem Infarkt oder die Bereitstellung Insulin produzierender Zellen zur Behandlung
von Diabetes bewegen sich die Abschatzungen im Bereich von einer bis mehreren Milliarden
Vorlaufer- oder terminal differenzierter Zellen [8, 9] pro Patient. Diese Uberlegungen lassen
zudem noch aufder Acht, dass die derzeit verfligbaren Protokolle zur Generierung der
gewlnschten Zelltypen in der Regel keine effiziente Differenzierung ermdglichen. Die
Differenzierung kardialer Zelltypen aus humanen pluripotenten Zellen wurde nach
Optimierung der Protokolle mit maximalen Effizienzen zwischen 10 % - 25 % beschrieben
[57, 58]. Protokolle fir die Generierung von Insulin produzierenden Zellen erreichen
Effizienzen von 2 % - 8 % [59]. Bezieht man diese Zahlen in die Abschatzung der bendtigten
Gesamtzellzahl mit ein, erreicht man Ausgangsmengen von Uber 10" Zellen. Fir die
Bereitstellung von 10 Milliarden Zellen sto3t man sehr schnell an Grenzen der
Standardlaborbedingungen. Kulturen undifferenzierter Stammzellen erreichen Zelldichten

von ~ 2 Millionen Zellen / 10 cm? Zellkulturschale dies entspricht einer Flache von 57cm?.
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Um in diesem Kultursystem 10 Milliarden Zellen produzieren zu konnen, ware daher eine

Flache von ~ 28,5 m? bzw. 5000 10 cm? Zellkulturschalen nétig.

In der biopharmazeutischen Industrie werden mit &ahnlichem Hintergrund fir die
Impfstoffproduktion und als Genexpressionssystem flir rekombinante Proteine tierische
Zelllinien wie Chinese Hamster Ovary (CHO) oder Baby Hamster Kidney (BHK) in
Suspensionskultur hergestellt [60]. Die Massenkulturen dieser Zelllinien werden in gerihrten
Bioreaktoren mit Arbeitsvolumen von tber 1000 L durchgefihrt. Erste Studien zur Expansion
von Stammzellen in geruhrten Bioreaktoren, die an mES durchgefuhrt wurden, erreichten
maximale Volumen von 2 L und Zelldichten von ~10 Milliarden Zellen [61]. Die Massenkultur
von humanen pluripotenten Zellen konnte in diesem MaRstab bisher noch nicht durchgeflihrt
werden. Um aber die fur die therapeutischen Anwendungen bendtigten Zellmengen und
Qualitaten bereitstellen zu kénnen, sind kontrollierte, skalierbare Prozesse zur Expansion

dieser Zellen eine vielversprechende Alternative

1.4 Kultursysteme fir pluripotente Stammzellen

1.4.1 Erhalt der Pluripotenz — Signalwege in mESC und hESC

In vitro wurden die ersten pluripotenten Stammzellen der Maus (mESC) auf mitotisch
inaktivierten Fibroblasten, den sogenannten Feederzellen oder in Feederzell-konditioniertem
Medium kultiviert [62]. Sezernierte oder Membran-gebundene Faktoren sowie extrazellulare
Matrix Komponenten der Feederzellen kénnten zum Erhalt der Pluripotenz beitragen, sind
aber auch bis heute noch nicht vollstandig charakterisiert [63]. Verschiedene Signalwege
konnten identifiziert werden, die beim Erhalt der Pluripotenz eine Rolle spielen. Der STAT3
Signalweg wird in mESC durch Leukemia Inhibitory Factor (LIF) aktiviert und spielt eine
wichtige Rolle fir den Erhalt der Pluripotenz in mESC [64]. Transgene mESC, die das
antiapoptotische Protein Bcl-2 Uberexprimieren, konnten in Gegenwart von LIF
undifferenziert unter Serum- und Feeder-freien Bedingungen expandiert werden [65]. In
Kombination mit BMP4 ist LIF ausreichend um die Pluripotenz in mESC unter Serum- und
Feeder- freien Bedingungen zu erhalten [66]. In undifferenzierten hESC ist STAT3 nicht

aktiviert und scheint keine Rolle fiir die Pluripotenz zu spielen [67].

Wnt, FGF (fibroblast growth factor), TGFR/Activin/Nodal und BMP (bone morphogenetic
protein) Signalwege regulieren ebenfalls die Pluripotenz mit unterschiedlichen Effekten in
mESC und hESC. FGF Signale Uber den MAPK (mitogen activated protein kinase)
Signalweg erhalten in hESC die Pluripotenz [68] wahrend in mESC die Differenzierung
gefordert wird [69]. BMP Signale férden in hESC die Differenzierung [70], kénnen aber in

mESC den Erhalt der Pluripotenz unterstiitzen [66]. Signale Uber den kanonischen Wnt
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Signalweg kdénnen sowohl in mESC als auch in hESC zum Erhalt der Pluripotenz beitragen
[71].

1.4.2 Adhérente Kulturmodelle zur Expansion von humanen pluripotenten Zellen

Die traditionelle Methode zur adharenten Kultur humaner pluripotenter Stammzellen beruhte
auf der Verwendung mitotisch-inaktivierter murinen Fibroblasten als Kulturunterlage und
einem mit 20 % fetalem Kalberserum (FCS) supplementierten Medium [5]. Fir die klinische
Anwendung waren Zellen aus diesem Kultursystem aus verschiedenen Grinden nicht
geeignet. Die Verwendung von murinen Fibroblasten birgt das Risiko von xenogenen
Kontaminationen und kann durch Batch-zu-Batch Variationen zu schlecht reproduzierbaren
Kulturbedingungen fiihren [72]. Gleiches gilt fir die Verwendung von FCS als Medienzusatz.
Um diese Limitationen zu beseitigen gab es verschiedene Bemihungen definiertere
Kulturbedingungen zu etablieren. Der Ersatz von FCS durch einen kommerziell erhaltlichen
Serumersatz (KO-SR) fuhrte zu standardisierteren Kulturbedingungen. Das Produkt kann
aber durch den Zusatz von AlbuMAX, einer Lipid-reichen Albuminfraktion aus bovinem
Serum und bovinem Transferrin nicht als frei von tierischen Komponenten betrachtet werden.
Als Alternative zu den murinen Fibroblasten wurden humane fetale oder adulte Fibroblasten
verwendet [73, 74]. In Feederzell-freien Systemen [75] wurden die Zellen auf Matrigel
kultiviert. Matrigel, das grofltenteils aus Laminin, Kollagen IV und Heparan Sulfat
Proteoglykan besteht, fungiert in diesem System als extrazellulare Matrix [76]. Zusatzlich
enthdlt Matrigel eine nicht voll definierte Mischung aus Wachstumsfaktoren, die
Produktschwankungen unterliegen. In Kombination mit von murinen Fibroblasten-
konditioniertem Medium konnte die Aufrechterhaltung des undifferenzierten Zustandes der
ES-Zellkulturen gezeigt werden. Da Matrigel aus murinem Englebreth-Holm-Swarm
Sarkomen gewonnen wird, unterliegt es Chargen-abhangigen Qualitdtsschwankungen und
das Kultursystem muss als xenogen betrachtet werden. Aullerdem wurde Matrigel mit

konditioniertem und daher nicht definiertem Medium verwendet.

In 2005 konnten Li et al. zeigen, dass undifferenzierte hESC in einem definierten,
serumfreien Medium ohne tierische Zusatze kultivierbar sind. Hierbei wurden die Zellen auf
einer Beschichtung von humanem Laminin kultiviert [77]. Stojkovic et al. konnten in 2005
durch Verwendung von spontan aus hESC differenzierten Fibroblasten und mit humanem
Serum ein komplett ,humanisiertes” Kultursystem etablieren [78, 79]. Die Expansion der
undifferenzierten Zellen in einem definiertem Medium wurde von Ludwig et al. 2006
beschrieben. Bei dem entwickelten Medium mTeSR1 handelt es sich um ein voll definiertes,
serumfreies Medium, welches zunachst ohne tierische Zusatze entwickelt wurde. Durch den

Zusatz von bovinem Serum Albumin (BSA) kam im zweiten Schritt eine tierische
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Komponente in das Medium zurlck, dies ermdglichte allerdings eine erhebliche

Kostenersparnis und somit eine breitere Anwendbarkeit [80].

Die Bestrebungen, ein definiertes Kultursystem fiir die Kultur der undifferenzierten Zellen zu
etablieren, sind ein essentieller Schritt fiir die klinische Anwendbarkeit der Zellen und ihrer
Derivate. Da aber alle bisherigen Kultursysteme auf der adharenten, 2-dimensionalen (2D)
Kultur im Labormalfstab basieren, sind sie flr die bendtigten Massenkulturen pluripotenter
Zellen kaum geeignet. Die Expansion grofer Zellmengen als 2D Kultur bringt einen
erheblichen Flachenbedarf mit sich. Des Weiteren ist der mit der adharenten Kultur
verbundene Arbeitsaufwand flr die Massenexpansion der pluripotenten Zellen auch Gber

Automatisierung nicht realisierbar.

1.4.3 Automatisierte Systeme zur Expansion pluripotenter Zellen

Durch den Einsatz automatisierter Systeme sollten die 2D-Kulturen aus dem Labormalstab
in einen fur die Massenproduktion der undifferenzierten ESCs geeigneten Malstab
Ubertragen werden. Als ersten Schritt zur Automatisierung konnten Johannides et al. [81] ein
automatisches, mechanisches Verfahren zum Passagieren von hESC zeigen. Durch den
Einsatz eines mechanischen Gewebezerkleinerers konnten reproduzierbar sehr

gleichmaBige Koloniefragmente und somit homogene Kulturen erzeugt werden.

Kultursysteme zur Automatisierung von Zellinokulation, Mediumwechsel, Zugabe von
Wachstumsfaktoren und Ernte der ESC, wurden von Terstegge et al. [82] und Thomas et al.

[83] beschrieben. Die verwendeten Roboter-gestiitzten Systeme Cell™

und CompacT
SelecT erlaubten eine reproduzierbare Expansion der undifferenzierten ESC. Obwohl durch
die Automatisierung die Reproduzierbarkeit und die Qualitdtsstandards der
Expansionskulturen erhdéht werden konnten, eignen sich die Systeme durch die
eingeschrankte Skalierbarkeit und den enormen apparativen Aufwand kaum fur die

Massenexpansion der undifferenzierten Zellen.

1.4.4 Suspensions-basierte Kultursysteme zur Massenexpansion pluripotenter
Stammzellen

Eine wichtige Voraussetzung fiir die Massenexpansion pluripotenter Stammzellen, die unter

Standardlaborbedingungen adhéarent wachsen, in kontrollierbaren skalierbaren Prozessen,

ist die Uberflihrung in ein Suspensionskultur-basiertes System. In den bereits etablierten

Verfahren fir mES wurden verschiedene Systeme verwendet. Die Kultur von Zellaggregaten

in gerlhrten Systemen oder auch die Verwendung von Microcarriern (MC) als Tragermaterial

ist in diesem Zusammenhang bereits beschrieben worden.
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1.4.4.1 Microcarrier-basierte Expansionskulturen — ein Hilfsmittel zur Uberfiihrung

adharenter Kulturen in Suspension

MC-basierte Suspensionskulturen zur Expansion von pluripotenten Zellen konnten
beispielsweise von Fok et al. [84] und Fernandes et al. [85] entwickelt werden. In diesen
Studien konnten die verwendeten undifferenzieten mES Zellen in gerUhrten Systemen
expandiert werden - ohne Verlust der Expression von Pluripotenzmarkern. Ahnliche Systeme
wurden fir die Expansion von hES Zellen beschrieben [86, 87]. In der Studie von Oh et al.
[87] wurden die Zellen auf Matrigel-beschichtete MC aufgebracht und in 2 verschiedenen
definierten kommerziell erhaltlichen Medien (StemPro und mTeSR1) expandiert. Die
Verwendung der Matrigelbeschichtung fuhrt hier zu undefinierten Kulturbedingungen und
wirde sich nicht fir die Expansion klinisch relevanter Zellen eignen. Phillips et al. konnten in
ihrer Studie das Aufbringen der hES Zellen auf Trimethylammonium-beschichtete
Polystyrene MC zeigen. Eine Expansion konnte in diesem System allerdings nicht langer als
6 Passagen aufrechterhalten werden. Prinzipiell konnte daher zwar die Verwendung der MC
unterstiitzter Suspensionskultur gezeigt werden, neben der Méglichkeit zur Uberfiihrung der
adharenten Kulturen in Suspensions-basierte Kultursysteme birgt die Verwendung von MC
allerdings auch erheblich Nachteile. Fok et al. konnten Zelllinien- abhangige Effekte bei der
Anheftung und Expansion der verwendeten mESC Linien beobachten, gegenteilige Effekte
beschrieben ebenfalls Nie et al. [88] und Phillips et al. [86] fir den Einsatz von MCs in der
hES Kultur, was einen universellen Einsatz der MC Technologie fragwlrdig macht. Die
angestrebte klinische Anwendung der generierten Zellen wiirde eine vollstdndige Entfernung
der verwendeten MC aus dem System und somit einen weiteren Prozessschritt mit

eventuellen Zellmassenverlusten voraussetzen.

1.4.4.2 Substrat unabhangige Suspensionskulturen

Ohne den Zusatz von MC als Adhasionsoberflachen bilden sich aus den undifferenzierten
Stammzellen in Suspensionskulturen Zellaggregate. Die entstehenden drei dimensionalen
Strukturen, Embryoid Bodies (EBs) werden typischerweise zur Einleitung von
Differenzierungsprozessen eingesetzt [23]. Zell-Zell Kontakte, entstehende extrazelluléare
Matrix in den EBs sowie die Grofle der Aggregate [89] beeinflussen die Effizienz der

Differenzierung.

Die Kultur von mESC Zellaggregaten wie sie beispielsweise von zur Nieden et al. [90] und
Cormier et al. [91] durchgefuhrt wurde, ist angelehnt an die in Suspension durchgeflhrten
Differenzierungskulturen. Cromier et al. konnten zeigen, dass die Gro3e der entstehenden
Zellaggregate ein  kritischer Punkt ist um Differenzierungsprozesse in den
Expansionskulturen zu verhindern. Die Inokulation der Prozesse mit mechanisch

zerkleinerten Zellverbanden filhrte zu einer ungleichmafligen GrofRenverteilung der
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Aggregate und erschwerte die Kontrolle der Differenzierungsprozesse im Inneren der
Zellverbande [91]. Durch Anpassung der Ruhrgeschwindigkeit, d.h. durch die auftretenden
Scherkrafte im System und das periodische Dissoziieren der Aggregate zu
Einzelzellsuspensionen konnte die Grofle reguliert werden und somit der Erhalt der

Pluripotenz in Langzeitkulturen erreicht werden [90].

Erste Studien zur Kultivierung von hES Zellen in einem Suspensionskultur-basierten System
2004 von Gerecht-Nir et al. [92] und 2008 von Yirme et al. [93] beruhten auf der Kultur von
EBs in Suspension. Neben der Zellexpansion konnte in den Studien gezeigt werden, dass
die kultivierten EBs Zellen aller drei Keimblatter enthielten und somit das generelle
Differenzierungspotential erhalten geblieben war. Cameron et al. konnten 2006 [94] die
Expansion von Differenzierungskulturen in einem Suspensions-basierten System mit
vorwiegend hematopoetischer Differenzierung zeigen. Die Inokulation der Prozesse mit
Zellverbanden erschwert, wie auch bei mESC, die Kontrolle der Aggregatgréfien. Durch die
Inokulation der Prozesse zur Expansion humaner pluripotenter Zellen mit
Einzelzellsuspensionen koénnten definierte, reproduzierbare Zelldichten und somit eine

Kontrolle der Aggregatgrofie erreicht werden.
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1.5 Zielsetzung

Eine neue, vielversprechende Zellquelle fir klinische Anwendungen stellen die 2007
erstmals beschriebenen hiPS Zellen dar. Durch die Generierung von hiPS aus
Nabelschnurblut (CB) konnte in unserer Arbeitsgruppe eine besonders junge Zellquelle mit
einem geringen Risiko flr somatische Mutationen fir die Reprogrammierung eingesetzt
werden. Um weitere Anwendungen dieser CBhiPS zu ermdéglichen, soll zunachst eine
detaillierte Charakterisierung vorhandener Klone im Hinblick auf die Expression

spezifischer Markergene sowie das in vitro Differenzierungspotential erfolgen.

Um hiPS Zellen in Zukunft fir klinische Anwendungen verfiigbar zu machen, missen die
bendtigten Zellen in hoéchster Qualitdt und ausreichender Menge bereitgestellt werden
kénnen. Neben verschiedenen Kultursystemen scheint der in der biopharmazeutischen
Industrie gut etablierte gertihrte Tankreaktor flr ein up scaling der Stammzellkulturen ein
potentiell geeignetes System zu sein. Voraussetzung zur Nutzung solcher Reaktoren flir
die Kultur der adhdrent wachsenden pluripotenten Stammzellen, ist die Uberfiihrung in

Suspensionskultur, was eine Kernaufgabe dieser Arbeit darstellt.

Es sollen daher Suspensionskulturen der pluripotenten Zellen, die eine Langzeitexpansion
ohne Verlust der Pluripotenz erlauben, als Basis flr eine skalierbare Massenkultur
entwickelt werden. Neben der Etablierung und Optimierung der Suspensionskulturen sollen
die expandierten Zellen anhand der Expression von Pluripotenzmarkern, der Karyostabilitat

und des in vitro bzw. in vivo Differenzierungspotentials beurteilt werden.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Material

21.1. Gerate
Agilent 2100 Bioanalyzer

Axiovert A1 Mikroskop

Biophotometer
Biofuge fresco
Elektrische Pipettierhilfe Pipetus®
Elektrophorese Kammer, Sub Cell GT
Eppendorf mastercycler
Eppendorf realplex
Einfrierbox, Cryo 1°C freezing container
FACS Calibur
Geldoc
Olympus Zellkultur Mikroskop CK 40
Orbitalshaker S-3.02.10M
pH Meter, pH539
Pipetten
BIOHIT
1-10pl
20-200ul
100-1000pl
Pipetman
1-10upl
2-20pl
50-200pl
200-1000pl
Sanyo CO, Inkubator MCO-20AIC
Spannungsgerat Power Pac 300

Sterilwerkbank Herasafe

(Agilent, Béblingen)
(Zeiss, Gottingen)

(Eppendorf, Hamburg)
(Heraeus, Osterode)
(Hirschmann, Eberstadt)
(Bio Rad, Minchen)
(Eppendorf, Hamburg)
(Eppendorf, Hamburg)
(Nalgene, Neerjise, Belgien)
(Becton Dickinson, USA)
(Bio-Rad, Minchen)
(Olympus, Hamburg)
(LTF, Wasserburg)
(WTW, Weilheim)

(BIOHIT, Helsinki, Finnland)

(Gilson, Middletown, USA)
(Sanyo, Bad Nenndorf)
(Bio-Rad, Miinchen)

(Heraeus, Osterode)
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Sterilwerkbank Heraeus LaminAir (Heraeus, Osterode)
Trio Thermoblock (Biometra, Goéttingen)
Vortexer (Ika-Works, Wilmington, USA)
Wasserbad GFL 1083 (Heraeus, Osterode)
2.1.2. Verbrauchsmaterial
Einwegspritzen 10 ml (Braun, Melsungen)
Einfrierrohrchen PP 1ml -12,5,42 (Greiner, Frickenhausen)
FACS Probenréhrchen 0,5 ml (Sarstedt, Nimbrecht)
Gewebekulturschalen

100 mm (Greiner, Frickenhausen)

60 mm ultra low attachment (Corning, New York, USA)
Gewebekulturplatten

6, 12, 24 und 96 Well (Thermo Fisher Scientific

6 Well Suspensionskulturplatten

Pipettenspitzen

TIP-ONE (1-20pl, 20-200pl,100-1000pl)

200pl, 1000pl

0,1-10ul
Reaktionsgefalle

0,5ml

1ml

2ml

15ml Falconréhrchen

50ml Falconréhrchen
Serologische Pipetten 1ml — 50 ml
Sterilfilter

Bottle Top 500 ml

Spritzenfilter 0,22 ym

Spritzenfilter 0,45 uym
Zellsiebe 100um

Waltham, Massachusetts)

(Greiner, Frickenhausen)

(Star Lab, Ahrensburg)
(Sarstedt, Numbrecht)
(Roth, Karlsruhe)

(Sarstedt, Numbrecht)
(Sarstedt, Nimbrecht)
(Sarstedt, Nimbrecht)
(Greiner, Frickenhausen)
(Greiner,Frickenhausen)

(Sarstedt, Numbrecht)

(Nalgene, Neerjise, Belgien)
(Roth Karlsruhe)
(Nalgene,Neerijse, Belgien)

(VWR, Darmstadt)
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2.1.3. Medien

21.3.1. Basalmedien

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Kat. 21969-035 (Invitrogen, Karlsruhe)
KnockOut DMEM Kat. 10829-018 (Invitrogen, Karlsruhe)
Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) Kat. 21980-032  (Invitrogen, Karlsruhe)
mTeSR1 Kat. 05850 (StemCell Technologies, Vancouver, Kanada)
21.3.2. Medienzusatze

MEM nicht essentielle Aminosauren Kat. 11140-035 (Invitrogen, Karlsruhe)
L-Glutamin Kat. 25030-024 (Invitrogen, Karlsruhe)
Serumersatz (KnockOut Serumreplacement) Kat.10828-028 (Invitrogen, Karlsruhe)
R-Mercaptoethanol Kat. 31350-010 (Invitrogen, Karlsruhe)

Basic fibroblast growth factor (bFGF) (bereitgestellt vom Institut flir Technische Chemie,

Leibniz Universitat Hannover, siehe Anhang)

Rho Kinase Inhibitor (Y27632) (RI) (bereitgestellt vom Institut flir organische Chemie, Leibniz

Universitat Hannover, siehe Anhang)

2.1.3.3. Kulturmedium flir embryonale murine Fibroblasten
90 % Dulbecco’s Modified Eagle Medium

10 % Fotales Kalberserum (PAA, Laboratories)

1 % nicht essentielle Aminosauren

1 % L-Glutamin (2mM)

2.1.3.4. Medium fir die Kultur undifferenzierter Stammzellen
80 % KnockOut DMEM

20 % Serumersatz

1% nicht essentielle Aminosauren

0,1 % L-Glutamin (1mM)

0,025 % [ Mercaptoethanol (0,1mM)

8 ng / ml basic fibroblast growth factor (bfgf)

2.1.3.5. Medium fir die Suspensionskultur undifferenzierter Stammzellen
mTeSR1
10 mM Rho Kinase Inhibitor (Y27632)
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2.1.3.6. Differenzierungsmedium
80 % IMDM

20 % Fotales Kalberserum (Perbio, Kat.CH30160.03 LOT CPB0054)

1 % nicht essentielle Aminosauren
0,1 % L-Glutamin (1mM)
0,025 % R Mercaptoethanol (0,1 mM)

2.1.4. Chemikalien und Lésungen
Agasorse NEEO Ultra Qualitat

Aqua ad iniectabilia

Bovines Serum Albumin (BSA)
Calciumchlorid (CaCly,)

Chloroform
4,6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethidiumbromid (10mg/ml)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Gelatine Typ A (porcine)

Glucose

HEPES minimum 99,5%
Hydroxymethylaminomethan (Tris-Base)
Kaliumchlorid KCI

Kollagenase IV 0,2%, Kat. 17104-019
in DMEM, Kat. 41965-039
Kollagenase B 1%, Kat. 11088815001
in Low Ca?* Lésung

NaCl 120mM
KCI 5.4mM
MgSO, 5mM
NaPyruvat 5mM
Glucose 20mM
Taurine 20 mM
Hepes 10mM

(Roth, Karlsruhe)

(Braun, Melsungen)

(Sigma, Deisenhofen)
(Sigma, Deisenhofen)
(Sigma, Deisenhofen)
(Sigma, Deisenhofen)
(Sigma, Deisenhofen)
(Sigma, Deisenhofen)
(Sigma, Deisenhofen)
(Sigma, Deisenhofen)
(Merck, Darmstadt)

(Sigma, Deisenhofen)
(Sigma, Deisenhofen)
(Merck, Darmstadt)

(Invitrogen, Karlsruhe)
(Invitrogen, Karlsruhe)

(Roche,Grenzach)
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CaCl, 30uM

pH6,9
Magnesiumchlorid MgCl, (Sigma, Deisenhofen)
Magnesiumsulfat MgSO, (Sigma, Deisenhofen)
Natriumchlorid NaCl (Merck, Darmstadt)

Phosohat gepufferte Salzlésungen (Phosphat buffered Saline, PBS)
PBS ohne Ca*/Mg?** (PBS w/o) Tabletten (Sigma, Deisenhofen)

PBS mit Ca®’Mg®*  Dulbecco's Phosphate Buffered Saline
(D-PBS) (1X) Kat. 14040-174 (Invitrogen, Karlsruhe)

Farbepuffer fur Immunfluoreszenz
1% BSA in PBS w/o

Puffer fur Durchflusszytometrie
PBS w/o
20% FCS

10% Natriumazid

Paraformaldehyd (Sigma, Deisenhofen)
Penicillin/Streptomycin (100x) (PAA,Cdlbe)
Polybrene (Sigma, St. Louis, USA)

TAE Puffer 25x
1M Tris-Acetat
25mM Essigsaure,
25mM EDTA
pH 8,0

Taurin (Merck, Darmstadt)

TBS 10x
0,5M Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Serva, Heidelberg)
1,6256 M NaCl (Merck, Darmstadt)
auf 4,0L auffiillen
pH7,6

TBS™ 1x
95% 1x TBS
0,025% Triton-X-100
5% Tierserum entsprechend dem verwendeten Sekundarantikérper

Triton-X-100 (Merck, Darmstadt)
TRIzol® Kat.15596-018 (Invitrogen, Karlsruhe,)
Trypsin/EDTA (0,5%/0,2%) L6ésung (10x) (Biochrom AG, Berlin)
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TrypLE Select (Invitrogen, Karlsruhe)
Trypanblau (0,4%) (Sigma, Deisenhofen)

2.1.5. Gebrauchsfertige Kits
NucleoSpin® RNA Il Kat. 740955.250 (Macherey Nagel, Diren)

RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit Kat.K1632 (Fermentas, St.Leon-Rot)

Go-Taq Polymerase (Promega, Mannheim)

ABSOLUTE™ QPCR SYBR® GREEN MIX (Thermo Fisher Scientific
Waltham, Massachusetts)

StellARray™ gPCR Arrays Kat. 00191389 (Lonza, Basel, Schweiz)

2.2. Methoden

2.2.1. Zellkultur

Alle in der Arbeit verwendeten Zellen wurden unter sterilen Bedingungen an einer
Sterilwerkbank bearbeitet. Zur Bereitstellung einer angemessenen Atmosphare wurden die
Zellen bei 37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit in entsprechenden Medien Kkultiviert
(Sanyo CO; Inkubator MCO-20AIC).

2.21.1. Isolierung, Expansion und Inaktivierung von murinen embryonalen

Fibroblasten

Die als Kultivierungsgrundlage benétigten murinen embryonalen Fibroblasten wurden aus
M&usembryonen (d13 p.c.) isoliert. Hierzu wurden die Embryonen aus dem Uterus prapariert
und die Anlagen des Herzkreislaufsystems, der Kopf und die GliedmalRen entfernt.
Anschliellend wurden die erhaltenen Gewebestlicke zweimal in PBS w/o gewaschen und
mechanisch in 2ml einer 0,05%/0,2% Trypsin/EDTA Losung auf Eis zerkleinert. Der weitere
enzymatische Verdau des zerkleinerten Gewebes erfolgte unter Rihren in einem
Erlenmeyerkolben (37°C, 15 min.) in einem Gesamtvolumen von 17ml 0,05%/0,2%
Trypsin/EDTA Lésung. Nach Abstoppen der Reaktion durch Zugabe von 51ml DMEM+20%
FCS wurden unverdaute Gewebestlicke durch Filtration (100 um Zellsiebe) aus der
Suspension entfernt. Die erhaltenen Einzelzellen wurden auf 10 cm Zellkulturschalen (5 x
10° Zellen/Schale) in Kulturmedium ausgesét, bei erreichter Konfluenz in 90% FCS+10%
DMSO eingefroren und in fliissigem Stickstoff gelagert.

Bevor die MEFs als Kultivierungsgrundlage verwendet werden konnten, wurden sie Uber drei
Passagen auf 100mm Zellkulturschalen expandiert und anschlieBend durch Bestrahlung

inaktiviert. Zum Passagieren wurden die konfluenten Zellen einmal mit PBS w/o gewaschen
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und mit 0,05% / 0,2% Trypsin/EDTA Lésung (5 min 37°C) von der Zellkulturschale abgeldst.
Die Reaktion wurde mit Kulturmedium gestoppt und die Zellen nach Zentrifugation (5 min
500 x g 4°C) auf neue Zellkulturschalen ausgesat. Zur Inaktivierung wurden die Zellen
abgel6st, mit y Strahlung behandelt und in definierten Zellzahlen in 90%FCS+10%DMSO
eingefroren. Zur Verwendung als Feederzellen, wurden die inaktivierten Fibroblasten
aufgetaut und in einer Dichte von ca. 30.000 Zellen / cm? (0,28 - 0,3 x 106 Zellen pro Well
einer 6 Well Platte) auf mit 1% Gelatine beschichteten Zellkulturplatten ausgesat. Die

inaktivierten Fibroblasten wurden flr héchstens 7 Tage als Feederzellen verwendet.

2.21.2. Expansionskulturen pluripotenter Stammzellen

2.2.1.2.1. Feederzell-basierte Standardkultur

Die undifferenzierten Stammzellen wurden auf inaktivierten murinen Fibroblasten
(Feederzellen) in  Multiwell-Zellkulturschalen  kultiviert.  Durch  Verwendung des
Standardkulturmediums und regelmafiger Passagierung (4-5 Tage) auf frische Feederzellen
konnte der pluripotente Zustand der Kulturen erhalten werden.

Das Passagieren erfolgte durch eine kombinierte enzymatische und mechanische
Behandlung. Dazu wurden die Kolonien fir 10-15min mit 0,2% Kollagenase IV Lésung bei
37°C inkubiert und anschliefiend durch leichtes Klopfen an die Multiwell Platte oder durch
vorsichtiges Spulen mit Kulturmedium von den Feederzellen gelést. Nach Zentrifugation fur 3
min. bei 100xg wurden die Stammzellkolonien vorsichtig resuspendiert und auf frische

Feederzellen ausgesat. Alle 24 — 48 Stunden fand ein Austausch des Kulturmediums statt.

2.2.1.2.2. Suspensionskulturen

Die Kultivierung der Stammzellen in Suspension erfolgte in Suspensionskultur-6 Well-Platten
in mTeSR1 Medium supplementiert mit 10uM Rho Kinase Inhibitor (Y 27632). Dabei wurde
ein Kulturvolumen von 3 ml Medium pro Well verwendet.

Zum Einleiten der Suspensionskulturen wurden die undifferenzierten Stammzellkolonien wie
bereits beschrieben (2.2.1.2.1) von den Feederzellen abgeldst. Nach Zentrifugation (3 min,
100 x g) wurden die Zellen einmal mit PBS w/o gewaschen, zur enzymatischen Dissoziation
10 -15 min in 1% Kollagenase B Lésung im Wasserbad (37°C) inkubiert und anschliel3end
mit Kulturmedium abgestoppt. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellen in frischem
Kulturmedium resuspendiert und als Einzelzellsuspension mit 0,3 x 10° Zellen/ml auf einer 6
Well Platte ausgesat. Im Verlauf der Suspensionskulturen wurden die entstandenen
Zellaggregate jeden vierten Tag enzymatisch zu Einzelzellen dissoziiert. Hierzu wurden die
Aggregate einmal mit PBS w/o gewaschen und fur 15 min mit 1 % Kollagenase B L&sung
inkubiert. Nach der Einzelzelldissoziation wurden 0,3 x 10° Zellen/ml in frisches

Kulturmedium Uberfuhrt
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2.2.1.3. In vitro Differenzierung

Zur Induktion der Differenzierungen wurden die undifferenzierten Stammzellen aus den
Expansionskulturen auf 60 mm (ultra Ilow attachment, Corning) Schalen in
Differenzierungsmedium Uberflhrt. Die Stammzellkolonien aus den Feederzell-basierten
Kulturen wurden dafir vorsichtig wie beschrieben (2.2.1.2.1) von den Feederzellen abgeldst.
Die Zellaggregate aus den Suspensionskulturen wurden daflir an Tag 4 nach Zentrifugation
(3 min 100 x g) Uberfihrt. In den folgenden Tagen der Differenzierung bilden sich in der
Suspensionskultur EBs, die an Tag 7 nach Einleitung der Differenzierung auf 0,1% Gelatine
beschichtete 6 Well Zellkultur Platten Uberfuhrt wurden.

2.21.4. Induktion von Teratomen

Zur Induktion von Teratomen wurden ~ 2 x 10° Zellen in einem Volumen von 40 pl (20 pl
PBS + 20 ul Matrigel) aufgenommen. Jeweils 20 pl der Suspension wurden in den
Oberschenkel und in die Nierenkapsel immundefizienter Mause (NOD/SCID) bzw.
(SCID/beige) injiziert. Nach ~ 8 Wochen wurden die entstandenen Teratome explantiert und
histologisch aufgearbeitet. Die Arbeiten wurden im Institut fir Versuchstierkunde der MH-

Hannover durchgeflhrt.

2.2.1.5. G-Banden Karyogramme

Die Uberpriifung des Karyotyps fand anhand von G-Banden Karyogrammen statt. Hierfir
wurden die adharenten Zellen 30 min mit 0,025, 0,05 und 0,1 pg /ml Colcemid behandelt und
mit 0,83 % Trypsin — EDTA dissoziiert, gefolgt von einer Behandlung mit 60 nM oder 75 nM
Kaliumchlorid fir 20 min bei 37°C. Die G-Banden Karyogramme wurden hergestellt und

beurteilt in der Abteilung fir Humangenetik der MH-Hannover, Prof. K. Miller.

2.2.1.6. Einzelzelldissoziation

Zur Herstellung von Einzelzellsuspensionen wurden die Stammzellkolonien aus dem
Feederzell-basierten Kultursystem zunachst von den Feederzellen geldst (2.2.1.2.1) und
einmal mit PBS w/o gewaschen. Die enzymatische Dissoziation erfolgte im Anschluss mit
TrypLE fir 1 min schittelnd im Wasserbad (37°C). Nach Abstoppen der Reaktion und
Zentrifugation (3 min, 100 x g) wurden die Zellen in mit 10 uM Rho Kinase Inhibitor (Y 27632)
supplementiertem Kulturmedium resuspendiert und ausgesat oder in PBS w/o aufgenommen

um eine Zellzahlbestimmung durchzufiihren.

2.21.7. Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahlen wurde mit einer Neubauer-Zahlkammer durchgefihrt. Um
lebende und tote Zellen unterscheiden zu koénnen, wurde die Zellsuspension vor der
Zellzahlbestimmung mit Trypanblau im Verhaltnis 1:10 versetzt. Da bei toten Zellen die

aullere Zellmembran nicht mehr intakt ist, dringt der Farbstoff in die Zellen ein und farbt das
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Cytoplasma blau. So kénnen diese von den hellen lebenden Zellen unterschieden werden.
Nach dem Auszahlen der lebenden Zellen in jeweils 4 GroRquadraten wurde die Zellzahl
anhand folgender Formel berechnet:

N Ve
Q-Vi V;

=X

N = Anzahl gezahlte Zellen [Zellen]

Q = Anzahl gezahlte Quadrate

V, = eingesetztes Gesamtvolumen (Trypanblau + Zellsuspension) [ml ]
V, =Volumen der eingesetzten Zellsuspension [ml ]

V, = Kammervolumen tiber einem GroRquadrat (= 10‘4ml)

x = Zellzahl [Zellen/ml ]

2.2.1.8. Herstellung von transgenen Reporterzelllinien
hiPS, MF12 und RESC 366.4 aus Feederzell-basierter Kultur wurden vereinzelt (2.2.1.6) und
auf mit 0,1% Gelatine beschichtete 24 Well-Zellkultur Platten ausgesat. 24 — 48 Stunden

nach der Dissoziation wurde der entstanden einschichtige Zellrasen mit einer MOI

(multiplicity of infection) von 25 — 50 unter Zugabe von 8 ug/ul Polybrene transduziert. 24
Stunden nach der Transduktion wurden die Zellen mit Kollagenase IV abgeldst und auf
frische Feederzellen Uberflihrt. Die entstandenen Kulturen wurden tber 3 — 5 Passagen nach
dem Standardprotokoll expandiert.

Zur Selektion von Zellklonen wurden die Stammzellkolonien enzymatisch von den
Feederzellen gelost (2.2.1.2.1) und zu Einzelzellen dissoziert (2.2.1.6). Mittels ,fluorescence
activated cell sorting (FACS)“ wurden GFP-positive Einzelzellen auf Feederzell-beschichtete
96 Well-Platten ausgesat. Das ,Sorting* erfolgte mit einem FACSaria™ der Firma BD
Biosciences. Entstandene Kolonien wurden aus den 96 Well-Platten auf

Standardkulturbedingungen Uberflihrt und anschliel3end expandiert.
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2.2.2. Molekularbiologische Methoden

2.2.21. Analyse der Genexpression auf mRNA Ebene

Zur Beurteilung der generierten Zellkulturen sollte die Expression von spezifischen Genen in
den verschiedenen Expansionskulturen analysiert werden. Des Weiteren sollten
Differenzierungskulturen anhand von Genexpressionsanalysen beurteilt werden.

Fir die Analysen wurde die Gesamt-RNA der Proben isoliert und eine cDNA Synthese
durchgeflihrt. Ausgehend von der synthetisierten cDNA wurden verschiedene
Untersuchungen basierend auf der Polymerase Ketten Reaktion (Polymerase chain reaction
(PCR)) durchgeftihrt.

2.2.2.1.1. RNA Isolierung

Die Gesamt RNA aus Zellkulturproben wurde mit Hilfe eines kombinierten Protokolls aus
TRIzol® und dem RNA Isolationskit NucleoSpin® RNA |l durchgefihrt. Die Zellkulturproben
wurden in TRIzol® aufgenommen und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend
wurden die Proben mit Chloroform versetzt und 15 min bei 11.000xg zentrifugiert. Die obere
wassrige Phase wurde zur lIsolierung laut Herstellerangaben des RNA Isolations Kits

eingesetzt.

22212 Bestimmung der Quantitat und Qualitét der isolierten Gesamt RNA

Die isolierte Gesamt RNA wurde mit Hilfe von RNA 600 nano Chips (Agilent 2100
Bioanalyzer, Agilent Technologies, Boblingen, Deutschland) analysiert. Die eingesetzte RNA
wird dabei kapillarelektrophoretisch auf dem Chip aufgetrennt und die Konzentration durch
den Bezug auf einen internen Standard bestimmt. Des Weiteren ermdglicht die Darstellung

der enthaltenen 18s und 28s rRNA eine Aussage zur Qualitat der isolierten RNA.

2.2.21.3. cDNA Synthese

Durch den Einsatz der viralen Reversen Transkriptase ist es mdglich die isolierte Gesamt
RNA in komplementare DNA (complementary DNA (cDNA)) umzuschreiben, welche als
Template in eine PCR eingesetzt werden kann.

Die cDNA Synthese erfolgte mit dem RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit

laut Herstellerangaben. Es wurden Random Primer flr die Synthese verwendet.

22214, Polymerase Ketten Reaktion (PCR)

Bei der PCR wird die Eigenschaft von DNA-Polymerasen, DNA zu duplizieren, genutzt, um
die Template DNA zu amplifizieren. Voraussetzung ist dabei ein doppelstrangiger DNA-
Bereich mit einem freien 3'OH-Ende, der durch die Bindung spezifischer Primer erzeugt

wird. Davon ausgehend generiert die DNA-Polymerase einen neuen DNA-Strang
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(Extension). Die entstandenen  Doppelstrange = werden  anschlie®Bend  durch
Temperaturerh6hung denaturiert, wodurch eine erneute Anlagerung (Annealing) der Primer,
auch an die neu synthetisierten DNA-Strange, ermdglicht wird. Durch zyklische
Wiederholung der Annealings — Extensions — und Denaturierungs — Schritte kommt es zu
einer exponentiellen Zunahme der zu amplifizierenden DNA.

Das verwendete PCR Programm ist in Tabelle 1 dargestellt, wobei Tanneaing jeweils vom
verwendeten Primerpaar abhangig war. Die spezifischen Oligonukleotide wurden anhand der
Gl -Sequenzen (http://www.ncbi.nim.nih.gov/) mit Hilfe der Software von Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) entwickelt. Die Synthese der verwendeten Oligonukleotide
erfolgte durch MWG Biotech AG. Die verwendeten Primer und die zugehdrigen Tannealing Sind
in Tabelle 2 zusammengefasst. Die PCR-Reaktionen wurden nach dem in Tabelle 3

dargestellten Schema mit der Go-Taq Polymerase durchgefihrt.

Tabelle 1: Standard PCR Programm

Temperatur | Zeit Zyklen
94°C 60 Sek. 1

94°C 60 Sek.

TAnneaIing 60 Sek. 30
72°C 90 Sek.

72°C 300 Sek. 1

4°C 0
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Tabelle 2: Fiir PCR verwendetet Oligonukleotide

Primer Zielgen | Position | Tannealing | ProduktgréRe Sequenz
R-actin sense Gl 238 GACGAGGCCCAGAGCAAGAG
R-actin ras 168480144 1022 55°C 785bp ATCTCCTTCTGCATCCTGTC
Brachyury sense Gl 1382 CGGAACAATTCTCCAACCTATT
Brachyury ras 19743811 1738 55°C 357bp GTACTGGCTGTCCACGATGTCT
NKX2-5 sense Gl 184 CCAGCCCTGCTCTCACG
NKX2-5 ras 4038730 351 55°C 168bp GCCCAGCGTAGGCCTCT
FOG2 sense Gl 2371 TGCTACCACCCAAGATGTGAT
FOG2 ras 10862688 2573 55°C 203bp AGCCTTTTGGGAGACGTG
TBX5 sense Gl 1303 AGCAGTGACTTCCTACCAGAAC
TBX5 ras 31652233 1411 55°C 108bp TGACATTCTGTGCAGCTCCAT
TBX20 sense Gl 486 AGGTACCGCTACGCCTAC
TBX20 ras 31652229 893 50°C 470bp GTCAGTGAGCCTGGAGGA
MLC2a sense Gl 4 GAGGAGAATGGCCAGCAGGAA
MLC?2a ras 20380769 451 60°C 446bp GCGAACATCTGCTCCACCTCA
aMHC sense Gl 1796 AGGATCCTCTCAACGAGACT
oMHC ras 27764860 2265 50°C 469bp GTGATCAATGTCCAGAGAGC
SPARC sense 55 CTGCAGGGAGTGGATTTAGATCAC
SPARC ras Gl 338312 978 65°C 923bp CTGCAGACCATGAGGGCCTGGATC
AFP sense Gl 1518 ACTCCAGTAAACCCTGGTGTTG
AFP ras 20379786 1772 55°C 255bp GAAATCTGCAATGACAGCCTCA
TTR sense Gl 228 AAAACCAGTGAGTCTGGAGAGC
TTR ras 18089144 380 55°C 153bp GTTGGCTGTGAATACCACCTCT
FOXAZ2 sense Gl 676 GCTTGGTTCTCGTTGAGTGG
FOXA ras 194363755 1406 60°C 730bp CAGGAGCTTATAGGGCTCAGA
WNT1 sense Gl 306 TATTGTGAACGTAGCCTCCT
WNT1 ras 16936523 495 55°C 190bp ATTCCGGAACTGCCACTTG
FGF5 sense Gl 570 ATCCCACGAAGCCAATATGTTA
FGF5 ras 73486654 822 55°C 253bp GTGAAAGAAAGTTCTGGCTGCT
Nestin sense Gl 852 CAGCGTTGGAACAGAGGTTGG
Nestin ras 38176299 1240 62°C 388bp TGGCACAGGTGTCTCAAGGGTAG
R3Tubulin sense Gl 1173 CAACAGCACGGCCATCCAGG
33Tubulin ras 50592995 1415 66°C 242bp CTTGGGGCCCTGGGCCTCCGA

Tabelle 3: Mastermix fiir PCR Reaktionen mit Go-Taq Polymerase

Mastermix ul

H20 15,75

5x PCR-Puffer 5

10 pmol Primer 1

10 pmol Primer 1

10 mM dNTP 1

Go Taqg Polymerase (1,25 U/uL) 0,25

Gesamt 24 yL+1uL cDNA
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2.2.2.1.5. Agarosegelelektrophorese

Mittels Gelelektrophorese lassen sich DNA-Fragmente auf Grund ihrer Ladung im
Spannungsfeld auftrennen, wobei die GréRe der Fragmente und die Konzentration des
Agarosegels Einfluss auf die Auftrennung hat. Zur Charakterisierung der FragmentgréRen
werden Langenstandards zusammen mit den Proben auf ein Agarosegel aufgetragen. Durch
die Zugabe des organischen Farbstoffs Ethidiumbromid), der aufgrund seiner planaren
Struktur in die DNA interkalieren kann, werden die Fragmente im UV Licht (254 nm-366 nm)
sichtbar.

Fir die Auftrennung der PCR Fragmente wurden 1,5 %ige Agarosegele mit 0,5 ug / ml
Ethidiumbromid verwendet. Die Auftrennung der Fragmente erfolgte bei 130 V fiir etwa 60

min. Die Dokumentation wurde im Anschluss mit dem GelDoc System durchgeflihrt.

22.21.6. Quantitative Real Time PCR

Um quantitative Aussagen zu Veranderungen der Genexpression in Zellpopulationen aus
verschiedenen Expansionssystemen oder im Differenzierungsverlauf treffen zu kdnnen,
wurde die Methode der quantitativen Real Time PCR (gPCR) verwendet. Zur Quantifizierung
wurde der nicht spezifische Farbstoff SYBRe Green eingesetzt. Der Farbstoff interkaliert in
doppelstrangige DNA, wobei der aus Farbstoff und DNA resultierende Komplex Licht der
Wellenlange 520 nm emittiert. Die Menge des aufgenommenen Farbstoffs ist proportional
zur Menge des entstandenen PCR-Produkts und wird als Fluoreszenzintesitat nach jedem
PCR Zyklus gemessen. Um sicherzustellen, dass ein spezifisches Produkt amplifiziert wurde
und somit das Fluoreszenzsignal die Menge des gewtlinschten Produkts reprasentiert, ist
eine Schmelzkurvenanalyse am Ende des PCR Prozesses notwendig. Hierbei wird die
Temperatur schrittweise von 60°C auf 95°C erhéht und die Abnahme der
Fluoreszenzintesitat verfolgt. Abhangig von Lange und GC-Gehalt des PCR Produkts kommt
es bei einer spezifischen Temperatur zur vollstandigen Dissoziation der Doppelstrange, was
zur Freisetzung des SYBR® Green Farbstoffs und so zur Abnahme des Fluoreszenzsignals
fuhrt.

Die Analyse der erhaltenen Daten erfolgt tGber den sogenannten Ct-Wert. Der Ct-Wert einer
Probe ist der PCR-Zyklus in dem das Fluoreszenzsignal den Wert der
Hintergrundfluoreszenz Uberschreitet und sich der Prozess in der exponentiellen Phase
befindet.

Zur Quantifizierung der Veranderungen in den Expressionshéhen der untersuchten Gene
wurde zunachst die genaue Kopienzahl des Zielgens mit Hilfe einer Standardreihe
berechnet. Die Berechnung erfolgte mit der Software ep realplex. Zur relativen
Quantifizierung wurde die Expression des Zielgens auf die Expression eines internen

Standards bezogen. Als interner Standard wurden die sogenannten Housekeeping-Gene



MATERIAL UND METHODEN 38

verwendet. Hierbei handelt es sich um Gene, deren Expressionshéhe von den untersuchten
Versuchsbedingungen oder des Entwicklungszustandes unbeeinflusst sein sollte.

Die fir die qPCR verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 4 zusammengefasst. Das
verwendete PCR Programm ist in Tabelle 5 dargestellt, wobei Tanneaing vom jeweils
verwendeten Primerpaar abhangig war. Die Oligonukleotide wurden anhand der Gl —
Sequenzen (http://www.ncbi.nim.nih.gov/) mit Hilfe der Software von Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/ ) entwickelt. Die Synthese der verwendeten Oligonukleotide
erfolgte durch MWG Biotech AG. Die PCR Ansatze wurden nach dem in Tabelle 6
dargestellten Schema mit dem ABSOLUTE™ QPCR SYBR® GREEN MIX pipettiert.

Tabelle 4: Fiir die quantitative Real Time PCR eingesetzte Oligonukleotide

Primer Ziel Position Tannealing | Produktgrofe Sequenz
hOCT4-F4 Gl 3'UTR TCCCATGCATTCAAACTGAGG
hOCT4-R4 116235483 1119,1266 60°c 104bp CCTTTGTGTTCCCAATTCCTTCC
hNANOG-F6 Gl 3'UTR GGACACTGGCTGAATCCT TCC
hNANOG-R6 153945815 1190,1292 60°C 143bp CTCGCTGATTAGGCTCCAACC
Ronin sense Gl 1470 AAGCAGAGGCTTCAGAACCA
Ronin ras 40354196 1671 60°C 240bp TAGGAGGCAGAGGCACAGAT
SOX17 sense Gl 488 CAGAATCCAGACCTGCACAA
SOX17 ras 145275218 553 60°C 102bp CTCTGCCTCCTCCACGAA
BRY sense Gl 1559 CCTGTCGTCTGTGAGCAACG
BRY ras 19743811 1716 60°C 196bp CTGGCTGTCCACCATGTCTG
SOX1 sense Gl 301 CAAGATGCACAACTCGGAGA
SOX1 ras 30179899 408 60°C 145bp CGGCCGGTACTTGTAATCC
eGFP sense | pIShShOCT4 10169 ACGTAAACGGCCACAAGTTC
eGFP ras eGFPW 10317 60°C 187bp AAGTCGTGCTGCTTCATGTG
NUBP1 sense al 569 CGTCGGATGAACACCTCTCG
NUBP1 ras 118572610 636 60°C 106bp TTCCGGACATCCTGGAGTGA
3-Actin sense Gl 23 AGCCTCGCCTTTGCCGA
R-Actin ras 5016088 196 60°C 176bp CTGGTGCCTGGGGCG
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Tabelle 5: Programm fiir die quantitative Real Time PCR, inklusive Schmelzkurvenanalyse

Temperatur Zeit Zyklen
95°C 15 min. 1

95°C 15 Sek.

TAnnealing 60 Sek. 40
72°C 60 Sek.

95°C 15 Sek. 1

50°C - 98°C 0,5°C Schritte (10 sek.)

4°C o0

Tabelle 6: Mastermix fiir quantitative Real Time PCR mit ABSOLUTE™ QPCR SYBR® GREEN
MIX (Thermo Scientific)

Mastermix pl

SYBR® Green Supermix |12,5

10 pmol Primer 1

10 pymol Primer 1

H>O 5,5

Gesamt 20 yL+5uL cDNA (1:5 verdlnnt)

2221.7. StellArrays

Eine umfassendere Methode der Expressionsanalyse bietet das System der StellArrays
(LONZA). Hierbei handelt es sich um ein gqPCR basiertes System bei dem im 96 Well
beziehungsweise 384 Well MalRstab Expressionsanalysen durchgeflihnrt werden kdénnen. Fir
die zu untersuchenden Bedingungen stehen vorgefertigte 96 Well Platten mit spezifischen
Primerpaaren fir die relevanten Gene zur Verfigung. Um die Expressionsmuster der
verschiedenen Expansionsbedingungen zu vergleichen, wurden Systeme fir die
Expressionsanalyse von humanen pluripotenten Stammzellen verwendet. Als Template
wurde cDNA eingesetzt, die mit dem ABSOLUTE™ QPCR SYBR® GREEN MIX nach dem
Schema in Tabelle 8 verwendet wurde.
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Tabelle 7: Im StellArray enthaltene Gene, im 32 Gen Array vertretene Gene

18s’ 18S ribosomal 1

ABCG2 ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 2
ACTC Alpha cardiac muscle 1

AFP Alpha feto protein

AKAP13 A-kinase anchor protein 13

ATL1 Atlastin GTPase 1

BGLAP Bone gamma-carboxyglutamate (gla) protein
CCNA2 Cyclin A2;

CCND1 Cyclin D1

CcD9 CD9 antigen

CDKN1C Cyclin-dependent kinase inhibitor 1C
CDX2' Caudal type homeobox 2

CER1T Common eliminated region 1

COL1A1 Collagen, type |, alpha 1;

COL2A1 Collagen, type I, alpha 1

COL3A1 Collagen, type lll, alpha 1

COMMD3 COMM_Domain containing protein 3
CRABP2 Cellular retinoic acid binding protein 2
CXCR4’ Chemokine (C-X-C motif) receptor 4

CYLD Cylindromatosis

DCN Decorin

DNMT3B’ DNA (cytosine-5-) methyltransferase 3 beta
DPPA2 Developmental pluripotency associated 2
DPPA4 Developmental pluripotency associated 4
DPPA5 Developmental pluripotency associated 5
EOMES’ Eomesodermin homolog

FBXO15 F-box protein 15

FGF2 Fibroblast growth factor 2

FGF4 Fibroblast growth factor 4

FLT1 Fms-related tyrosine kinase 1

FN1’ Fibronectin 1

FOXA2' Forkhead box A2

FOXD3 Forkhead box D3

FOXH1 Forkhead box H1

GABRB3 Gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, beta 3; GAL galanin prepropeptide
GAL Galanin prepropeptide

GATA4 GATA binding protein 4

GATA6 GATA binding protein 6

GBX2 Gastrulation brain homeobox 2

GDF3’ Growth differentiation factor 3

Genomic3™ | Control

GJA1 Gap junction protein, alpha 1

GRB7 Growth factor receptor-bound protein 7
GSC’ Goosecoid homeobox

H19 Imprinted maternally expressed transcript (non-protein coding)
HPRT1 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
IFITM1 Interferon induced transmembrane protein 1
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IGF2 Insulin-like growth factor 2

IGFBP5 Insulin-like growth factor binding protein 5
IL6ST Interleukin 6 signal transducer

KLF4 Kruppel-like factor 4

LAMA1 Laminin, alpha 1

LEFTB Left-right determination, factor B

LEFTY2 Left-right determination factor 2

LIFR' Leukemia inhibitory factor receptor alpha
Lin28 RNA-binding protein LIN-28

LOX Lysyl oxidase

MED17 Mediator complex subunit 17

MME Membrane metallo-endopeptidase

MYC Myelocytomatosis viral oncogene homolog
MYST2 MYST histone acetyltransferase 2
NANOG’ Homeobox transcription factor Nanog
NAT1 N-acetyltransferase 1

NCAM Neural cell adhesion molecule 1

NES Nestin

NEUROD1 Neurogenic differentiation 1

NODAL Nodal homolog (mouse)

NOTCH1 Neurogenic locus notch homolog protein 1
PARDG6A Par-6 partitioning defective 6 homolog alpha
PAX6 Paired box 6

Pecam1 Platelet/endothelial cell adhesion molecule
PIM2 Pim-2 oncogene

PIPOX Pipecolic acid oxidase

PODXL Podocalyxin-like

Pou5F1° Pou5F1, POU class 5 homeobox 1

PTEN Phosphatase and tensin homolog

REST RE1-silencing transcription factor

Runx1 Runt-related transcription factor 1

SHH’ Sonic hedgehog homolog

SLC16A1 Solute carrier family 16, member 1
SOX17’ SRY (sex determining region Y)-box 17
SOX2’ SRY (sex determining region Y)-box 2
Stella Developmental pluripotency associated 3 (DPPA3)
SYP Synaptophysin

T Brachyury

TDGF1’ Teratocarcinoma-derived growth factor 1
TERT Telomerase

TRIM71 Tripartite motif-containing 71

TRP53 Tumor protein p53

TTR Transthyretin

TUBB3 Tubulin, beta 3

UTF1 Undifferentiated embryonic cell transcription factor 1
VASH2 Vasohibin 2

WNT5A’ Wingless-type MMTV integration site family, member 5A
ZFP42' Zinc finger protein 42

ZNF206 Zinc finger protein 206
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Tabelle 8: Programm fiir StellArrays, inklusive Schmelzkurvenanalyse

Temperatur Zeit Zyklen
95°C 15 min. 1

95°C 15 Sek.

T Annealing (60°C) | 60 Sek. 40
95°C 15 Sek. 1

50°C - 98°C

0,5°C Schritte (10 Sek.)

4°C

o0

Tabelle 9: Zusammensetzung StellArray Supermix

1056ul SYBR® GREEN MIX

+

998yl H,0

2054pl Supermix

Die Auswertung der erhaltenen Daten erfolgte iber folgende Methoden.

—» 2006ul (Supermix)

+

106ul (cDNA 1:20 verdlinnt)

2012yl

|

20ul/Well (96 Well)

1. Direkter Vergleich der resultierenden Ct Werte.

2. Analyse mit Hilfe des Global Pattern Recognition (GPR) data analysis tool (Bar Harbor
Biotechnology, USA).

Die direkte Analyse der Ct-Werte erlaubt einen allgemeinen Vergleich der eingesetzten

Proben. Dabei werden die Ct-Werte aller eingesetzten Proben untereinander verglichen und

anhand der linearen Regression beurteilt. Als Kriterium der Ahnlichkeit wurde der

Korrelationskoeffizient R2 aus den verschiedenen Analysen verwendet.

Die Auswertung der erhaltenen Daten mit Hilfe des Global Pattern Recognition (GPR) data
analysis tool (Bar Harbor Biotechnology, USA) erlaubt eine detailliertere Betrachtung der

Expressionshéhen der untersuchten Gene. Der dem GPR zugrunde liegende Algorithmus

vergleicht die Werte eines jeden Gens mit allen anderen Genen innerhalb eines Experiments

und kann daher auf die Verwendung eines internen Standards verzichten.
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2.2.3 Analyse der Genexpression auf Proteinebene

Neben der Analyse auf mRNA Ebene durch PCR basierte Verfahren, ist eine
Charakterisierung der Zellen aus verschiedenen Expansionssystemen oder zu
verschiedenen Zeitpunkten wahrend des Differenzierungsprozesses durch Analyse der

Genexpression auf Proteineben moglich.

2.2.3.1 Immunfiluoreszenzfarbung

Der Nachweis relevanter Proteine wird bei der Immunfluoreszenzfarbung durch die Bindung
spezifischer Antikérper erreicht, die wiederum durch die Bindung fluoreszenzmarkierter
Sekundarantikorper detektiert werden kdnnen.

Zunachst wurden die zu untersuchenden Proben mit 4 % Paraformaldehyd bei
Raumtemperatur fixiert und anschlieRend dreimal mit PBS w/o gewaschen. Um
unspezifische Bindungen der Sekundarantikbrper zu verhindern, wurden die Proben im
nachsten Schritt mit 1 x TBS" fir 20 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem
Waschen mit PBS w/o wurden die Proben mit - in Farbepuffer verdinntem - spezifischen
Antikérper fir 1 h bei Raumtemperatur behandelt. Uberschiissige Antikdrper wurden durch
Waschen mit PBS w/o entfernt. Die Inkubation mit dem entsprechendem, in Farbepuffer
verdinnten, Sekundarantikorper erfolgte 30 min bei Raumtemperatur. Zur Darstellung der
Zellkerne wurden die Proben nach erneutem Waschen mit PBS w/o, 15 min bei
Raumtemperatur mit DAPI (1,7 pg / ml Farbepuffer) gefarbt.

Die Immunfluoreszenzfarbung wurde entweder direkt in den verwendeten Kulturgefallen
(Multiwellplatten) und oder auf Cytospots durchgefuhrt. Fir die Cytospots wurden
Einzelzellsuspensionen hergestellt und je 2 x 10* Zellen / 100l durch Zentrifugation auf
Objekttrager aufgebracht.

Die fur die Immunfluoreszenzfarbungen verwendeten Antikdrper sind in Tabelle 9
zusammengefasst. Die Auswertung der Immunfluoreszenzfarbugen erfolgte mit Hilfe eines

Axiovert Mikroskops (Zeiss) und Axiovision Rel 4.6.

2.2.3.2 Durchflusszytometrische Analysen

Eine weitere Methode zur Analyse der Proteinexpression verschiedener Zellpopulationen ist
die Durchflusszytomerie oder das FACS (Fluoreszenz Activated Cell Sorting) Diese beruht
ebenfalls auf der spezifischen Anfarbung von Proteinen durch fluoreszenzmarkierte
Antikorper.

Bei der Methode der Durchflusszytometrie konnen Zellen anhand ihrer physikalischen und
molekularen Eigenschaften analysiert werden. Einzelzellsuspensionen werden durch
hydrodynamische Fokussierung an einem gebundelten Laserstrahl vorbeigeleitet. Die

verursachte Streuung des Lichts lasst Rickschlisse auf Grélke und Beschaffenheit der
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Zellen zu. Des Weiteren ist die Detektion spezifischer Fluoreszenzsignale mdglich.

Die zu analysierenden Zellen wurden zu Einzelzellsuspensionen dissoziiert. Es wurden 1 —
1,5 x 10° Zellen in ein Well einer 96 Well V- Bottom - Platte iiberfiihrt und pelletiert (2 min.
bei 300 x g). Nach Entfernen des Uberstandes wurden die Zellen mit dem spezifischen
Antikorper, in entsprechender Verdiinnung in FACS-Puffer, fir 45 min bei 4°C inkubiert. Um
Uberschiissigen Antikorper zu entfernen wurde anschlieRemd zweimal mit FACS-Puffer
gewaschen. Die Inkubation mit dem Sekundarantikorper erfolgte im Dunkeln fir 30 min bei
4°C. Vor der Messung wurde uUberschissiger Sekundarantikérper durch zweimaliges
Waschen mit FACS-Puffer entfernt und die Proben in FACS Probenréhrchen Uberfuhrt. Die
fur die Durchflusszytometrie verwendeten Antikorper sind in Tabelle 9 zusammengefasst.

Um tote Zellen von den Analysen ausschlieBen zu konnen, wurde zusatzlich zu den
spezifischen Antikérperfarbungen eine Farbung mit Propidiumiodid (Pl) vorgenommen. PI
kann nur die nicht intakte Zellmembran von geschadigten Zellen passieren. Geschadigte
beziehungsweise tote Zellen zeigen daher ein Fluoreszenzsignal bei einer Wellenlange von
590 nm. PI positive Zellen konnten so bei der anschlieRenden Auswertung ausgeschlossen
werden.

Die Messung der Proben erfolgte mit dem FACS Calibur (Becton Dickinson, USA). Die

erhaltenen Rohdaten wurden mit der Software WinMDI2.9 ausgewertet.
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Tabelle 10: Fir Immunfluoreszenz und Durchflusszytometrie verwendetet Antikorper

Spezies Klasse Name Klonalitat Hersteller Verdiinnung
Santa Cruz

Maus IgG2b Anti-OCT4 Monoklonal Biotechologie, CA,USA |1:100
Abcam, Cambridge,

Maus IgM Anti-TRA1-60 Monoklonal USA 1:100
Hybridoma Bank, lowa

Maus IgG3 Anti-SSEA-4 Monoklonal City, IA 1:70

Anti-Sarcomeric-a-

Maus IgG1 Actinin Monoklonal Sigma, Missouri, USA 1:800
R&D Systems,

Maus IgG1 Anti-a-Fetoprotein Monoklonal Minneapolis, USA 1:300

Maus IgG2a Anti-B-Tubulin Monoklonal Upstate, NY, USA 1:400
Progen Biotechnik,

Maus 1gG1 Anti-Desmin Monoklonal Heidelberg, 1:20
Dako, Glostrup,

Maus IgG1 Anti-Cytoceratin 18 Monoklonal Danemark 1:25
Santa Cruz

Kaninchen IgG Anti-Nkx2.5 Polyklonal Biotechologie, CA,USA | 1:200
R&D Systems,

Ziege Ziege IgG [ Anti-Sox17 Monoklonal Minneapolis, USA 1:200
Thermo Scientific,

Maus IgG2a Anti-Troponin T Monoklonal Karlsruhe 1:100
Miltenyi Biotech,

Maus IgG2a Anti-CD14-FITC Monoklonal Bergisch Gladbach 1:11
Miltenyi Biotech,

Maus I9G2a Anti-CD34-FITC Monoklonal Bergisch Gladbach 1:11
Miltenyi Biotech,

Maus IgG2a Anti-CD45-FITC Monoklonal Bergisch Gladbach 1:11
Miltenyi Biotech,

Maus IgG1 Anti-CD146-FITC Monoklonal Bergisch Gladbach 1:11
Miltenyi Biotech,

Maus IgG1 Anti-CD31-FITC Monoklonal Bergisch Gladbach 1:11
Miltenyi Biotech,

Maus 1gG1 Anti-CD133-FITC Monoklonal Bergisch Gladbach 1:11
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3. ERGEBNISSE

Neben der Charakterisierung humaner induzierter pluripotenter Stammzellen, welche in der
Arbeitsgruppe generiert worden waren, war Ziel der Arbeit, ein Kultursystem fir die
Expansion von pluripotenten Primaten Stammzellen zu erarbeiten, welches die Entwicklung
eines kontrollierbaren und automatisierbares Prozesses zur Massenproduktion dieser Zellen
ermoglicht. In  Anlehnung an beschriebene Kultursysteme fiir murine embryonale
Stammzellen [61, 90] sollte ein auf Suspensionskultur basierendes Protokoll fir die

Kultivierung pluripotenter Zellen entwickelt werden.

3.1. Generierung und Charakterisierung humaner induzierter

pluripotenter Stammzellen aus Nabelschnurblut
Parallel zu den initialen Experimenten zur Suspensionskultur undifferenzierter Primaten
embryonaler Stammzellen wurden in unserer Arbeitsgruppe von Frau Alexandra Haase
durch die lentivirale Uberexpression von NANOG, OCT4, SOX2 und LIN28 hiPS generiert.
Als Zellquelle dienten aus Nabelschnurblut isolierte Endothelzellen. Die Isolation und
Charakterisierung der Endothelzellen wurde von Dr. Christian Hess, AG Bioartifizielle Lunge,
HHTG, MH- Hannover durchgefihrt. Zur weiteren Charakterisierung der Ausgangszellen
wurden FACS Analysen fir Endothelzell-spezifische bzw. Monozyten-spezifische Marker
durchgefiihrt. Die, flir die Reprogrammierung verwendete Zellpopulation, zeigte die
Expression der Endothelzellmarker CD31 und CD146, wahrend keine Expression fir die
Monozyten-spezifischen Marker CD14 und CD45 gefunden werden konnte. Das
Expressionsprofil fir CD34 und CD133 unterstreicht den Progenitorstatus der isolierten
Zellen. Fir Endothelzellen ist die Expression von CD34 bekannt, wahrend Vorlauferzellen

noch keine CD34 Expression zeigen.
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Abb. 3: Charakterisierung der fiir die Reprogrammierung verwendeten Ausgangszellen. Mittels
FACS konnte die Expression der Endothelzell-spezifischen Marker CD31 und CD146 gezeigt werden,
wahrend keine Expression der Monozyten-spezifischen Marker CD14 und CD45 gefunden wurde. Das
gefundene Expressionsprofil fiir CD34 und CD133 unterstreicht den Progenitorstatus der isolierten
Endothelzellen. Dargestellt in grau sind die korrespondierenden Isotypenkontrollen.
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Im Vergleich zu den Ausgangszellen zeigten die, aus den Reprogrammierungen
hervorgegangen, hiPS Linien keine Expression des Endothelzell-spezifischen Markers
CD31(Abb. 4).

Endothelzellen

& 'y

1023

SsC

v

L T
102 10? 1
cD31

0 FSC 1023

8SC

L} T
102 103 104
CD31

88C

0 FSC 1023

Abb. 4: Keine Expression des Endothelzell-spezifischen Markers CD31 in undifferenzierten
Kulturen der generierten hiPS. FACS Analysen zeigen die Expression des Endothelzell-spezifischen
Markers CD31 auf den fir die Reprogrammierung verwendeten Ausgangszellen, wahrend die
generierten hiPS Linien keine Expression des Markers zeigen. Dargestellt in grau korrespondierende
Isotypenkontrollen.
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Zur weiteren Charakterisierung der generierten hiPS Linien wurden in vitro Differenzierungen

von Frau Dr. Kristin Schwanke durchgefihrt. Durch immunzytologische Untersuchungen

konnten Zellen aller 3 Keimblatter nachgewiesen werden. R-Tubulin, Cytokeratin 18 fur das
Ectoderm, AFP, SOX17 und HNF4 fir das Endoderm sowie Desmin und CD31 fir die

mesodermale Entwicklungsrichtung.

Endoderm

Mesoderm

Abb. 5: Immunzytologische Untersuchungen von hiPS2 Differenzierungskulturen. Marker fir
Zellen aller 3 Keimblatter konnten an Tag 21 der Differenzierung nachgewiesen werden. R-Tubulin
(Ectoderm), Cytokeratin18 (Ecto-, Endoderm), AFP, SOX17, HNF (Endoderm), Desmin, CD31
(Mesoderm). Spezifische Antikdrperfarbung rot, Zellkerndarstellung DAPI (blau). Skalierung 100um.

Insbesondere wurde die Differenzierung der generierten hiPS in kardiale Zelltypen
untersucht. Durch immunzytologische Untersuchungen konnte die Expression kardialer
Marker wie sarkomeres Actinin, Troponin T und des Gap junctions Proteins Connexin 43

gezeigt werden.

Cx43,Troponin T,

[

7 ‘

Abb. 6: Expression kardialer Marker in hiPS2 Differenzierungskulturen. Kardiomyozyten-
spezifische Antikorperfarbung an Tag 21 der Differenzierung fiir sarkomeres Actinin, Troponin T, (rot),
Connexin 43 (Cx43) (griin), Zellkerndarstellung DAPI (blau). Skalierung: 100um.
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Um Aussagen zur Transgenexpression in den generierten hiPS Linien treffen zu kénnen,
wurden weitere immunzytologische Untersuchungen durchgefiihrt. Es wurde sowohl in
undifferenzierten hiPS als auch im Verlauf der Differenzierung an Tag 10 und Tag 17 die
Expression von OCT4, LIN28, NANOG und SOX2 untersucht. Fir den Transkriptionsfaktor
NANOG konnte im Verlauf der Differenzierung eine Abnahme gezeigt werden. An Tag 17 der
Differenzierung konnten nahezu keine NANOG-positiven Zellen mehr nachgewiesen werden.
Fir SOX2 und LIN28 konnte ebenfalls eine deutliche Abnahme der Expression im zeitlichen
Verlauf gezeigt werden. Da die Expression von SOX2 und LIN28 nicht auf undifferenzierte
Zellen beschrankt ist, konnten auch an Tag 17 nach Einleitung der Differenzierung noch
SOX2 und LIN28 positive Zellen gefunden werden. Fir den Transkriptionsfaktor OCT4
konnte zu allen untersuchten Zeitpunkten eine Expression gezeigt werden, obwohl eine
OCT4 Expression auf pluripotente Zellen beschrankt sein sollte (Abb. 7). Anhand von gPCR
Analysen, durchgefiihrt von Frau Alexandra Haase (hier nicht gezeigt) [95], konnte die
verbleibende OCT4 Expression dem, fur die Reprogrammierung verwendeten, Transgen
zugeordnet werden. Die bestehende Transgenexpression hatte keinen Einfluss auf die

Differenzierung der hiPS.

Die Daten zur Generierung von hiPS aus Nabelschnurblut sowie deren Charakterisierung
wurden in Cell Stem Cell. 2009 Oct 2;5(4):434-41veroffentlicht.
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Abb. 7: Abnahme der Expression von NANOG, SOX2, LIN28 und OCT4 in hiPS2 im Verlauf der
Differenzierung. Immunzytologische Untersuchungen wurden an undifferenzierten hiPS2 und an
Tag10 bzw. 17 nach Einleitung der Differenzierung durchgefiihrt. Spezifische Anitkdrperfarbungen rot,
Zellkerndarstellung DAPI (blau). Skalierung 100 pm.
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3.2. Stammzelllinien und deren Standardkultivierung

Im ersten Teil der Arbeit wurden zunachst embryonale Stammzellen der Primatenspezies
Macaca mulatta (Rhesusaffe) verwendet. Stammzelllinien dieser Spezies wurden erstmals
im Jahr 1995 von James Thomson beschrieben [3]. Die verwendete Linie R366.4 wurde
bereits in unserer Arbeitsgruppe charakterisiert [22]. Zusatzlich wurde eine Stammzelllinie
der Primatenspezies Macaca fascicularis (Javaneraffe) verwendet. Die Isolierung von ES
Zellen dieser Spezies wurde erstmals von Suemori in 2001[4] beschrieben. Die hier
verwendetet Linie MF12 wurde von Dr. Eric Hayes (Nationales Primaten

Forschungszentrum, Universitdt Washington) zur Verfugung gestellt.

Die verwendeten Stammzelllinien der Primatenspezies unterscheiden sich in bezlglich der
Kultivierung generell nicht von hESC [5] und stellten somit eine geeignete, ethisch

unbedenkliche Alternative zu hESC flr die Prozessentwicklung dar [96].

Nachdem 2007 erstmals die Generierung humaner induzierter pluripotenter Stammzellen
hiPS beschrieben worden war [7], standen im Verlauf dieser Arbeit eigene hiPS zu
Verflgung. Nach der detaillierten Charakterisierung der in der eigenen Arbeitsgruppe
hergestellten hiPS [95], konnten die generierten Linien hiPS1 und hiPS2 im zweiten Teil der
vorliegenden Arbeit fir die Entwicklung einer Suspensionskultur eingesetzt werden. Als
direkte Kontrolle standen zu diesem Zeitpunkt auch hESC der Linie HES-3
(http://stemcells.nih.gov/StaticResources/research/registry/pdfs/Registry.pdf) zur Verfiigung,

die ebenfalls in die Experimente einbezogen wurden.

Unter typischen Standardbedingungen im Labormaflstab wuchsen alle verwendeten
pluripotenten Stammzelllinien adharent auf Zellkulturschalen in Zellverbanden, sogenannten
Kolonien, und waren von mitotisch inaktivierten murinen oder humanen Fibroblasten auch

als Feederzellen bezeichnet, abhangig. Kolonien undifferenzierter Stammzellen grenzten

sich durch einen klaren Rand von den umgebenden Feederzellen ab (Abb. 8).

Abb. 8: Verwendete pluripotente Stammzellen unter Standardkulturbedingungen.
Undifferenzierte embryonale Stammzellen von Macaca mulatta (R366.4) (A), Macaca fascicularis
(MF12) und humane induzierte pluripotente Stammzellen (hiPS2) (C). Die undifferenzierten Zellen
bilden Kolonien, die sich durch einen klaren Rand von den umgebenden Feederzellen abgrenzen.
Skalierung: 500pum
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3.3. Uberfiihrung undifferenzierter Stammzellkolonien in
Suspensionskultur

Die initalen Versuche zur Suspensionskultur pluripotenter Zellen wurden mit den

embryonalen Primaten Stammzelllinien R366.4 und MF12 durchgefinhrt.

Kolonien wurden durch die Behandlung mit Kollagenase IV, enzymatisch von den
Zellkulturschalen geldst, wobei die Unterlage aus Feederzellen weitetestgehend zurtickblieb.

Die Kolonien wurden in Zellkulturschalen, die eine Anheftung verhindern sollten, tberflhrt.

Die Uberfiihrung von Stammzellkolonien in Suspensionskulturen unter Zusatz geeigneter
Differenzierungsmedien ist eine Methode, die typischerweise zur Initiierung der
Differenzierung verwendet wird. In Suspension bilden die abgelésten Zellkolonien Aggregate,
die in Differenzierungsexperimenten als Embryoid Bodies (EBs) bezeichnet werden.
Innerhalb der EBs durchlaufen die Stammzellen einen Prozess, der zumindest teilweise die
Zelldifferenzierung wahrend der Embryogenese nachbildet. Es kommt zur Entstehung einer
aulleren endodermalen Schicht, gefolgt von Zellen mit ectodermalem Charakter, bis hin zu

mesodermalen Zellen im Innern des EBs [20-23].

In den folgenden Experimenten wurde untersucht, ob in Suspensionskultur durch den Zusatz
geeigneter Faktoren die Einleitung der Differenzierung in Aggregaten unterdriickt werden

kann.

Als Basismedium flir diese Suspensionsversuche diente das, fir die Feederzell-basierten
Kulturen verwendete Medium, bestehend aus KnockOut DMEM (KO) Serumersatz (SR),
Aminosauren, -Mercaptoethanol und dem basic fibroblast growth factor (bFGF), welcher als
ein essentieller Faktor flr den Erhalt der Pluripotenz von hESC identifiziert wurde [97-99]. Im

Folgenden wird dieses Medium als Standardkulturmedium bezeichnet.

2 Kollagenase IV B ;5- 25
=< - Sk Behandlung g 3 _ ‘_3.::
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Abb. 9: Schematische Darstellung der Uberfilhrung undifferenzierter Stammzellkolonien in
Suspension. Die Kolonien der undifferenzierten Stammzellen werden enzymatisch durch
Kollagenase IV Behandlung von den Feederzellen getrennt und in Suspensionskultur Uberfihrt.
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3.3.1. Zugabe von Transforming growth factor R 1

TGFR1 wurde bereits als Zusatz fiir Feederzell-freie Kulturen beschrieben [100]. Das
Vorkommen des Zytokins in Matrigel [75] und die Hypothese von Schuldiner et al. [101],
wonach TGFR1 zur Unterdriickung der Differenzierung von hES beitragt, lield erwarten dass,
die Zugabe dieses Faktors einen positiven Einfluss auf den Erhalt der Pluripotenz haben
konnte. Der Literatur folgend wurde die Zugabe von 0,1 ng / ml TGFBR1 zum

Standardmedium getestet.

3.3.2. Zugabe von Hyper IL-6

In murinen embryonalen Stammzellen konnte gezeigt werden, dass durch die effektive
Aktivierung des STAT3 Signalwegs Uber das Signaltransduktionsprotein gp130 ein
pluripotenter Phanotyp erhalten werden kann [102]. Eine effektive Quervernetzung des
Signaltransduktionsproteins gp130 kann durch die Zugabe des synthetischen Zytokins Hyper
IL6, bestehend aus Interleukin 6 kovalent gebunden an die I6sliche Untereinheit des
Interleukin 6 Rezeptors, erreicht werden. Trotz publizierter Berichte, wonach eine STAT3
Aktivierung in pluripotenten Stammzellen von Mensch und Makakken keine Rolle fir den
Erhalt der Pluripotenz spielt [67, 103, 104], wurden basierend auf Informationen der
kooperierenden Arbeitsgruppe von Prof. ltzkovitz-Eldor (Rambam Medical Center, Haifa,
Israel) entsprechende Kulturexperimente durchgefiihrt. Experimente im Labor der
Arbeitsgruppe von Prof. Itzkovitz-Eldor hatten nach diesen Informationen gezeigt, dass eine
Zugabe von 100 pg / ml des synthetischen Zytokins zum Kulturmedium die Expansion

undifferenzierter hESC in Suspension ermoglichte.

In den folgenden Versuchen wurde die Zugabe von 100 pg / ml zum Standardkulturmedium

getestet.

Nach dem enzymatischen Ablésen der Zellkolonien mit Kollagenase IV wurden diese durch
pipettieren mechanisch in kleinere Verbande aufgebrochen und in Suspension mit TGF[}1
oder HIL-6 supplementietem Medium beziehungsweise in Kontrollen, d.h. in
Standardkulturmedium ohne weitere Zusatze kultiviert. Die Beurteilung der Kulturen fand in

diesen Experimenten ausschlieBlich lichtmikroskopisch statt.

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen der Kulturen zeigten Aggregate von heterogener Grolie
und Struktur, die bereits nach 24 h in allen Medien gréRer als 200 yum waren (Abb. 10). Die
Struktur dieser Aggregate lasst vermuten, dass es zur Fusion mehrere Kolonien gekommen
war. 96h nach Inokulation waren die Verbande in Aggregate verschiedener Gré3en zerfallen.
Innerhalb der Aggregate konnte das Entstehen epithelialer bzw zystischer Strukturen
beobachtet werden (Abb. 10). Zum Vergleich wurden Kolonien der undifferenzierten Zellen in

Differenzierungsbedingungen Uberfuhrt (2.2.1.3). Die entstandenen EBs zeigten 48 h nach
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Einleitung der Differenzierung eine vergleichbare Morphologie (Abb. 11). Die beginnende
Strukturbildung wurde als Zeichen der einsetzenden Differenzierung gewertet. Die Zugabe
der Zytokine hatte bei lichtmikroskopischer Analyse keinen offensichtlichen Einfluss auf den
Erhalt der Pluripotenz im Vergleich zu den Kontrollen (Abb. 10). Weitere Untersuchungen zur

Zellproliferation oder Markergenexpression wurden daher nicht durchgefuhrt.

Neben der beginnenden Differenzierung in den entstandenen Aggregaten zeigte sich in
diesen Experimenten, dass durch die Inokulation der Suspensionskulturen mit ganzen oder
teilweise mechanisch zerkleinerten Zellaggregaten keine hinreichend kontrollierbaren und
reproduzierbaren Bedingungen erreichbar waren. Die mechanische Zerkleinerung der
abgelésten Kolonien ist schwer zu reproduzieren, was zu unterschiedlichen
Startbedingungen fiihrt. Eine Inokulation der Kulturen mit einer definierten Zellzahl und somit

quantitative Aussagen zur eventuellen Zellproliferation waren auf diese Weise nicht mdglich.

Abb. 10: Initiale Versuche zur Suspensionskultur undifferenzierter Primaten Stammzellen.
Undifferenzierte MF12 Zellen wurden enzymatisch von den umgebenden Feederzellen abgeldst. Die
erhaltenen Zellverbande wurden in Standardkulturmedium supplementiert mit TGFR31, HIL-6 und
Standardkulturmedium ohne Zusatze (Kontrolle) tberfiihrt. Skalierung 200um.
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Abb. 11: Embryoid Bodies. MF12 Zellen 48 h nach Einleitung der Differenzierung Uber ein EB-
basiertes Protokoll in serumhaltigem Medium. Skalierung 200um.

3.4. Einzelzelldissoziation

Um eine reproduzierbare Inokulation von Prozessen zu erreichen, wurde neben den
Experimenten zur Ubertragung ganzer Kolonien in Suspensionskulturen an der Entwicklung

einer Methode zur Einzelzelldissoziation vitaler pluripotenter Zellen gearbeitet.

Die Herausforderung bestand darin, dass hESC ausgesprochen sensitiv gegenlber der
Dissoziation zu Einzelzellen sind. Die komplette Dissoziation fuhrt zur Induktion von
Apoptose und daher zu massivem Zelltod [105, 106]. Wie erwartet, konnte dieses Phadnomen
bei den hier verwendeten Primaten Zelllinien sowie den humanen iPSC und der Zelllinie
HES-3 ebenfalls beobachtet werden.

Watanabe et al. konnten in 2007 [105] zeigen, dass die Inhibition der p160-Rho assoziiert
coiled coil kinase (ROCK) durch Zugabe eines selektiven Kinase Inhibitors Y27632 (RI), das
Uberleben von hES Zellen nach enzymatischer Dissoziation mit porcinem Trypsin positiv
beeinflusst. GTPasen der Rho Familie sind Teile intrazellularer Signalwege und sind beteiligt
an der Umwandlung ankommender Signale zu mechanischen Kraften, die bei Zell-Zell
Kontakten, Mitose oder Migration eine Rolle spielen. Harb et al. konnten fir mESC und
hESC zeigen, dass Myosin Il direkt durch ROCK beeinflusst wird und die Selbsterneuerung
der pluripotenten Zellen auch ohne Zell-Zell Kontakt oder extrazellulare Matrix bei Rl Zugabe
aufrechterhalten werden kann. DarlUber hinaus kénnte der Einfluss von RI auf Myosin Il far
den antiapoptotischen Effekt verantwortlich sein, da Myosin |l bereits in verschiedenen

tierischen Zelllinien mit Apoptose in Verbindung gebracht werden konnte [107].

FUr eine schonende enzymatische Dissoziation in Einzelzellen wurden neben dem von
Watanabe et al. verwendeten Trypsin weitere Methoden beschrieben. Ellerstrém et al [108]
konnten zeigen, dass die Dissoziation mit TrypLE Select, einem rekombinanten
Trypsinersatz, im Vergleich zu Trypsin, zu dreimal mehr Kolonien nach Vereinzelung fuhrte.
Des Weiteren wurde die erfolgreiche Einzelzelldissoziation von hESCmit Accutase, einer

Mischung aus verschiedenen proteolytischen und kollagenolytischen Enzymen, beschrieben
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[109]. Zur Herstellung von Einzelzellsuspensionen wurde hier zunachst das von Ellerstrém et
al. [108] beschriebenen TrypLE-basierte Protokoll verwendet und mit dem Rho Kinase

Inhibitor kombiniert, um ein verbessertes Uberleben der Einzelzellen zu erméglichen.
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Abb. 12: Schematische Darstellung der Herstellung von Einzelzellsuspensionen mittels
TrypLE. Unter Zugabe des Rho Kinase Inhibitors werden die Kolonien der undifferenzierten
Stammzellen zunachst durch Kollagenase IV von den umgebenden Feederzellen geldst. In einem
weiteren Schritt werden die Zellverbande durch TrypLE zu Einzelzellen dissoziiert.

Die pluripotenten Zellen wurden zunachst mit Kollagenase IV von den Feederzellen getrennt
und in einem weiteren Schritt mit TrypLE zu Einzelzellen dissoziiert. Nach Uberfiihrung der
Einzelzellsuspensionen auf eine Unterlage von neuen Feederzellen bildeten sich Kolonien
aus den RI supplementierten Ansatzen. Die entstandenen Kolonien konnten im Weiteren
nach dem Standardprotokoll (Kollagenase IV Behandlung, Standardkulturmedium)

expandiert werden.

Wurden die Zellen auf eine mit Gelatine beschichtete Zellkulturschale ausgesat, so bildet
sich im Gegensatz zu den Feeder-basierten Kulturen ein Zellrasen aus (Abb. 13). Die
Entwicklung Dissoziationsprotokolls war eine wichtige Vorarbeit fur die Suspensionskulturen.
Ausserdem war die etablierte Vereinzelung auch fir die Transduktion pluripotenter
Stammzellen von enormer Bedeutung. Der nach der Vereinzelung entstehende einschichtige
Zellrasen ermoglichte die Etablierung eines neuen, sehr effizienten lentiviralen

Transduktionsprotokolls. Dieses wurde fur die Herstellung von Reporterzelllinien verwendent.

Abb. 13: Einschichtiger Zellrasen embryonaler Primaten Stammzellen (R366.4). Dissoziation zu
Einzelzellen mit TrypLE und Uberfiihrung in Standardkulturmedium supplementiert mit 10 uyM RI auf
Gelatine beschichtetet Zellkulturschalen fiihrt zu einschichtigen Kulturen der pluripotenten Zellen.
Skalierung: 200um
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3.5. Herstellung von Reporterzelllinien zur vereinfachten

Pluripotenzkontrolle

Stammzelllinien, die Reportergene unter der Kontrolle Zelltyp-spezifischer Promotoren
tragen, stellen nicht nur ein wichtiges Werkzeug flir die Aufreinigung verschiedener
Stammzellderivate oder die Untersuchung von Mechanismen der Stammzelldifferenzierung
dar, sondern ermoglichen auch eine unkomplizierte und direkte Beurteilung lebender

Zellkulturen unabhangig von immunzytologischen Untersuchungen [110, 111].

Im Hinblick auf die Entwicklung von Kulturbedingungen fiir die Expansion undifferenzierter
pluripotenter Zellen in Suspensionskultur war es ein Ziel dieser Arbeit, Reporterzelllinien
herzustellen, die eine schnelle und verlassliche Analyse des Pluripotenzstatus kultivierter
Stammzellen ermdglichen. Zur Beurteilung der Pluripotenz konnte eine von Gerrad et al.
generierte Expressionskassette, bei der die Expression eines eGFP Reportergens vom
Pluripotenz-assoziierten OCT4 Gen Promotor kontrolliert wird, verwendet werden [112]. Die
Expressionskassette wurde von Dr. Wei Cui (Imperial College, London) zur Verfliigung
gestellt und in unserer Arbeitsgruppe Uber mehrere Klonierungsschritte wie in Abb. 14

dargestellt in einen Lentiviralen Vektor integriert [113]
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Abb. 14: Schematische Darstellung des lentiviralen Vektors zum Transfer des hOCT4Pr eGFP
Reporterkonstrukts. 11603bp AmpR — Ampicillinresistenz, ori — Startpunkt der Replikation, CMV-P —
Promotor des Zytomegalovirus, LTR — long terminal repeats, RRV — Rev responsive element,
WPRE - postranscriptonal regulatory element of woodchuck hepatitis virus.

Die nach der Transduktion entstandenen Kolonien wurden mikroskopisch analysiert. (hiPS2
Abb. 15A, MF12 Zellen Abb. 15C) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zeigten, dass die

eGFP Expression innerhalb der entstandenen relativ stark variierte (Abb. 15 B&D).
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OCT4eGFP

OCT4eGFP

Abb. 15: Kolonien der undifferenzierten pluripotenten Stammzellen nach Transduktion. Die
entstandenen Kolonien bestehen aus Zellen mit verschieden starker eGFP Expression (hiPS2 A&B,
MF12 C&D). Skalierung: 200pm

Um die transgenen Zellen als Reportersystem verwenden zu kénnen, wurden GFP positive
Zellen mittels Fluoreszenz aktivierten Zellsortierens (FACS) und Einzelzellablage in 96 Well
Platten Ubertragen. Hierbei wurde das zuvor etablierte Vereinzelungsprotokoll verwendet.
Aus 480 abgelegten Zellen konnten fiir die embryonalen Primaten Stammzelllinien R366.4
und MF12 neun beziehungsweise sechs stabile Reporterzelllinien etabliert werden. Aus der
Transduktion der hiPS2 gingen aus 384 drei stabile Reporterzelllinien hervor. Beispielhaft ist
in Abb. 16 eine undifferenzierte Kolonie einer dieser Linien dargestellt. In der
lichtmikroskopischen Darstellung (Abb. 16A) wird deutlich, dass die pluripotenten Zellen

innerhalb der Kolonie eGFP exprimierten, wahrend in den umgebenden Feederzellen keine

Expression nachweisbar ist.

OCT4eGFP

Abb. 16: hiPS2 OCT4eGFP Reporterzellen. Nach FACS Sorting konnten Einzelzellklone etabliert
werden, die im Standardkultursystem Kolonien mit der typischen Morphologie undifferenzierter Zellen
bildeten (A) und eine stabile eGFP Expression (B) zeigten. Skalierung: 200um.
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Fur weitere Versuche wurde ein transgener Klon Linien mit einer hohen eGFP Expression
ausgewahlt, der beziglich der Koloniemorphologie und des Kulturverhaltens keine
Unterschiede zu den Ursprungszellen aufwies. Der entsprechende Klon hiPS20CT4eGFP5

wurde wie im Folgenden beschrieben im Detail charakterisiert.

Zunachst wurde Uberpruft in wie weit die OCT4 Promotor-abhangige eGFP Expression mit
der endogenen Expression des OCT4 Gens und der Expression des Pluripotenz assoziierten
Oberflachenmarkers SSEA4 korreliert.

Durchflusszytrometrische Analysen (Abb. 17) zeigten, dass in der Mehrheit der Zellen
(~ 75 %), die den Oberflachenmarker SSEA4 exprimiern auch eGFP detektierbar ist. Als
Kontrolle wurden untransduzierte hiPS2, mit der korrespondierenden Isotypenskontrolle

behandelt. Die Kontrollzellen zeigten keine Signale in der Durchflusszytrometrie.
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Abb. 17: Expression von SSEA4 und eGFP in hiPS20CT4eGFP5. Durchflusszytrometrische
Untersuchungen zeigen, dass die Mehrheit der Zellen sowohl OCT4eGFP als auch den
Stammzellmarker SSEA4 exprimieren.

Auf mRNA Ebene wurde die OCT4-Prmotor abhangige eGFP Expression mit der
endogenen Expression des OCT4-Gens abgeglichen. Dazu wurde wahrend der
Differenzierung Uberprift, inwieweit die eGFP Expression entsprechend dem endogenen
OCT4 herunter reguliert wird.. Die Analyse erfolgte iber gPCR normalisiert zur zellularen R-

Actin Expression.

Die Einleitung der Differenzierung in EBs fiihrte dazu, dass die Expression des endogenen
OCT4 im zeitlichen Verlauf von Tag O bis Tag 4 um den Faktor
~ 3 abnahm. Fir die OCT4 Promotor-abhangige eGFP Expression konnte fiir den gleichen

Zeitraum eine Abnahme um den Faktor 9 gezeigt werden.
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Abb. 18: Expression von OCT4-Promotor abhingigem eGFP und endogenem OCT4 wahrend
Differenzierung in EBs. qPCR Analysen der Expression von OCT4 abhangigem eGFP (A) und

endogenem OCT4 (B) relativ zu BActin von Tag 0 bis Tag 7 in hiPS Reporterzellen. * p < 0,05

Zur Korrelation der endogenen OCT4 Expression und der OCT4 Promotor-abhangigen
eGFP Expression auf Einzelzellebene, wurden undifferenzierte Reporterzellen vereinzelt und
als Zellrasen ausgesat. Um eine Differenzierung der Zellen zu induzieren, wurde die Kultur in
Differenzierungsmedium durchgefuhrt. Nach 24 Stunden wurden die Kulturen mit einem
OCT4-spezifischen Antikorper gefarbt. Der grof3te Anteil der Zellen war zu diesem Zeitpunkt
immer noch eGFP positiv und exprimierte gleichzeitig OCT4.(Abb. 19).

Die OCT4 Promotor-getriebene eGFP Expression ist daher ein geeigneter Surrogatmarker

fur die endogene OCT4-Gen Expression.
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OCT4eGFP anti OCT4

OCT4eGFP/DAPI

Abb. 19: hiPS20CT4eGFP5 Differenzierungskulturen. Spezifische Antikérperfarbung der Zellen an
Tag 1 zeigt, dass die OCT4eGFP Expression gut mit der endogenen OCT4 Expression korreliert.
Lichtmikroskopische Darstellung der Kultur (A), Darstellung der Zellkerne mit DAPI (blau) (B), OCT4
Promotor abhéngige eGFP Expression (griin, C), antiOCT4-Farbung (rot, D), Uberlagerung der
Fluoreszenzsignale eGFP und DAPI (E), eGFP, Anti OCT4 und DAPI (F). Skalierung: 100um.
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3.6. Etablierung von Suspensionskulturen durch Einzelzellinokulation

Die vorhergehenden Experimente (3.3) hatten gezeigt, dass die Initiation der
Suspensionskulturen durch Inokulation ganzer Kolonien zu sehr inhomogenen Aggregaten
fuhrt. Deshalb wurden im Folgenden basierend auf dem etablierten Vereinzelungsprotokoll
(3.4) Einzelzellsuspensionen als Ausgangskultur fur die Expansion von pluripotenten Zellen
in Suspension eingesetzt. Die Moglichkeit zur Herstellung von Einzelzellsuspensionen sollte
im Folgenden auf die angestrebten Suspensionskulturen angewendet werden. Um
entstehende Aggregate in Suspensionskultur zum noch Passagieren effizienter und
schonender zu vereinzeln, wurde das in (3.4) etablierte Protokoll weiter optimiert. Dazu

wurden verschiedene proteolytische und kollagenolytische Enzyme getestet.

Verglichen wurde die Einzelzelldissoziation mittels Trypsin/EDTA, Accutase nach Bajpai et
al. [109] und mit Kollagenase B nach Maltsev et al [114]. Kollagenase B war von Maltsev et
al. fur die enzymatische Dissoziation von Kardiomyozyten Arealen - differenziert aus mESC

— verwendet worden.

Der Vergleich der Einzelzelldissoziation von hESC zeigte, dass mit dem Kollagenase-B-
basierten Protokoll eine gute Vereinzelung der Aggregate bei gleichzeitiger hdchster
Zellvitalitat erreicht werden konnte (Tabelle 11). Die Einzelzelldissoziation mit Kollagenase B
wurde fur die weiteren Experimente eingesetzt.

Tabelle 11: Vergleich der Lebendzellzahl 24 h nach Einzelzelldissoziation mit Trypsin/EDTA,
Accutase und Kollagenase B. Lebendzellzahlbestimmung anhand Trypanblaufarbung

Zelliiberleben 24 h
Trypsin / EDTA 15 +1,5%

Accutase 19,3+1,1%
Kollagenase B 40,3+4,3%
Kollagenase IV . 55 2 Kollagenase B
=S 3; = Behandlung ;1 ¥§‘ 33 Behandlung
R o I -3:1)7-4# R >
v . " I3
- 3

Abb. 20: Schematische Darstellung der Herstellung von Einzelzellsuspensionen mittels
Kollagenase B. Unter Zugabe des Rho Kinase Inhibitors werden die Kolonien der undifferenzierten
Stammzellen zunachst durch Kollagenase IV von den umgebenden Feederzellen geldst. In einem
weiteren Schritt werden die Zellverbande durch Kollagenase B zu Einzelzellen dissoziiert.
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Um Zelllinien-abhangige Effekte auszuschlieBen, wurden die Experimente zum
Zelluberleben nach Einzelzelldissoziation sowohl mit der Zelllinie hiPS2 als auch HES-3
Zellen durchgefuhrt. Die undifferenzierten Stammzellen wurden von den Feederzellen
getrennt und enzymatisch vereinzelt. Die Aussaat erfolgte in verschiedene Medien jeweils in
Gegenwart des Rho Kinase Inhibitors (RI) (10 puM) im Vergleich zu entsprechenden

Kontrollen.

24 Stunden nach Inokulation wurden entstandene Aggregate vereinzelt und mittels
Trypanblaufarbung der Anteil lebender Zellen bestimmt. Getestet wurden das
Standardmedium ohne weitere Zusatze (KO-SR) und KnockOut DMEM mit FCS (KO-FCS)
sowie das serumfreie definierte Medium mTeSR1 ([80]). Neben verschiedenen
Wachstumsfaktoren wie TGF[ und Aktivin A enthalt mTeSR1 eine hohe bFGF Konzentration
von 100 ng / ml im Vergleich zum Standardmedium (KO-SR; 8 ng / ml bFGF). Daher wurde
als eine weitere Mediumvariante KO-SR mit einer erhéhten bFGF Konzentration von 100 ng /
ml (KO-SR100) in die Experimente mit einbezogen. In jeden Testansatz wurden 1 x 10°

Zellen / 3 ml Kulturmedium eingesetzt.

Ohne Zusatz von RI waren im Fall von hiPS2 in den KnockOut DMEM-basierten Medien
nach 24 h nur noch maximal 6,5 % der inokulierten Zellen nachweisbar, wahrend in mTeSR1
mit 24 % die beste Uberlebensrate erzielt werden konnte (Abb. 21). Durch RI Zugabe
konnten die Uberlebensraten noch weiter verbessert werden. In den KnockOut DMEM-
basierten Medien Uberlebten mit bis zu 24,8 % dreimal mehr Zellen die Dissoziation im
Vergleich zu Kontrollen ohne Zusatz des Inhibitors. Die Supplementierung von mTeSR1 mit
10 UM RI filhrte zu den héchsten Uberlebensraten mit Zellzahlen in Héhe von 49 % der

inokulierten Zellen.

In Experimenten mit hES Zellen konnten die Ergebnisse generell bestatigt werden. In
mTeSR1 konnte eine Uberlebensrate nach Einzelzelldissoziation von 36,6 % erreicht

werden, die durch die Zugabe von Rl nochmals auf 72,2 % gesteigert werden konnte.
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Abb. 21 Einfluss des verwendeten Mediums auf Zelliiberleben und Proliferation nach
Einzelzelldissoziation. Einzelzellsuspensionen von hiPS2 Zellen wurden in KnockOut DMEM
basierten Medien (KO), mit Serumersatz (SR), supplementiert mit 100 ng / ml bFGF oder fotalem
Kalberserum (FCS) sowie in mTeSR1 mit oder ohne Zugabe von 10 pM RI Uberfihrt. Die
Lebendzellzahl wurde 24 Stunden (A) und 96 Stunden (B) nach Inokulation anhand
Trypanblaufarbung bestimmt.

Um die weitere Entwicklung der Zellen in den verschiedenen Medien beurteilen zu kdnnen,
wurde nach 96 Stunden Kulturdauer erneut die Lebendzellzahl bestimmt (Abb. 21. C&D).

Fir die hiPS konnten lediglich in den RI supplementierten Medien lebende Zellen
nachgewiesen werden. In den KO-basierten Medien iberlebten maximal 2 x 10° Zellen / 3

ml, wahrend in mTeSR1 bis zu 4,7 + 1,6 x 10* Zellen / 3 ml nachweisbar waren.

Fir die humanen ES Zellen konnte ebenfalls in mTeSR1 supplementiert mit 10uM RI die
hochste Lebendzellzahl erzielt werden (6,2 £ 7,5 x 10* Zellen / 3 ml), wahrend in den KO-
basierten Medien und mTeSR ohne Zusatz des Inhibitors maximal 1 x 10° Zellen / 3 ml

nachgewiesen werden konnten, was lediglich der Inokulationsdichte entsprach.
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Abb. 22: Vergleich der Aggregatbildung von hiPS2 nach Einzelzellinokulation in verschiedenen
Medien. 24 h (A) und 96 h (B) nach Einzelzellinokulation in KO-SR, KO-SR100, KO-FCS und
mTeSR1 konnte keine Aggregatbildung ohne die Zugabe von RI beobachtet werden. Auch nach
Zugabe von Rl (C & D) konnte eine gleichmafRiige Aggregatbildung nur in mTeSR + 10 uyM RI
beobachtet werden. Skalierung 200um

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen der hiPS in den verschiedenen Medien mit und ohne
Zugabe des Rho Kinase Inhibitors unterstreichen die Entwicklung der Zellzahlen (Abb. 22).
Ohne den Zusatz des Inhibitors konnte keine Aggregatbildung beobachtet werden. Des
Weiteren zeigten die Aufnahmen, dass der Zusatz des fetalen Kélberserums anstelle von
Serumersatz zum Anheften der Zellen an die Oberflache der Kulturschalen fiihrte, und sich

daher nicht fur die Suspensionskulturen der pluripotenten Stammzellen eignet.

Zusammenfassend stellte sich eine Kombination aus mTeSR1 mit 10 uM RI als am besten

geeignet fur die Expansion pluripotenter Zellen in Suspension heraus.
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3.6.1. Zugabe von 6-bromoindirubin-3"-oxime

Arbeiten von Sato et al. [71] deuten darauf hin, dass auch 6-bromoindirubin-3’-oxime (BIO),
ein pharmakologischer GSK3 Inhibitor GUber Aktivierung des kanonischen WNT-Signalweges
zur Erhaltung der Pluripotenz beitragen kann. Um die Wirkung von BIO im etablierten
Suspensionskultursystem zu testen, wurden hiPS in mTeSR1 + 10 ym RI und 5 ym BIO
kultiviert.

Die Morphologie der resultierenden Aggregate war im Vergleich zur Kontrolle ohne BIO
weniger einheitlich. Aggregate aus beiden Mediumvarianten wurden in das Feederzell-
basierte System zurlickgefihrt. Ein direkter Vergleich zeigte, dass Kolonien aus mTeSR+RI
eine einheitliche Morphologie und klaren Rand aufweisen, wahrend die Zugabe von BIO eher
zu Kolonien mit heterogener Morphologie und Struktur differenzierender Zellen flhrte (Abb.

23). Aufgrund dieser Beobachtungen wurden weitere Analysen zur Zellproliferation und

Markergenexpression nach BIO Zugabe nicht durchgefiihrt.

Abb. 23: Einfluss der Zugabe von 5 pM BIO. hiPS2 Suspensionskulturen in mTeSR + RI 10uM (A)
und in mTeSR + 5 yM BIO + RI 10 yM (B). Nach Ruckfiihrung in das Feederzell-basierte System
bildeten die Aggregate aus den mTeSR + 10 yM RI Kulturen Kolonien mit der Morphologie von
undifferenzierten Zellen (C), wahrend Aggregate aus den mTeSR + 5 yM BIO + 10 yM RI Kulturen
zumeist Kolonien mit Strukturen die auf Differenzierung hindeuten, hervorbrachten (D). Skalierung
200um
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3.7. Charakterisierung der Suspensionskulturen

Zur Charakterisierung der Suspensionskulturen im Vergleich zu adhéarenten
Standardkulturen sind primar folgende Kriterien entscheidend: die langfristige
Aufrechterhaltung der Pluripotenz sowie die Zellexpansion, d.h. die Zunahme der Zellzahl
Uber die Zeit. Im Folgenden wurden verschiedene analytischen Methoden eingesetzt, um
diese Kriterien zu Uberprifen. Die Experimente zur Charakterisierung der
Suspensionskulturen wurden in einem Malfistab von 3 ml in 6-Well Suspensionsschalen
durchgefiihrt. Ein Kriterium, welches zur Beurteilung der Suspensionskulturen herangezogen
wurde, ist die Entwicklung der Aggregatgrofie im Verlauf der Kultur. Fir hES Zellen konnten
Ng et al. beispielsweise zeigen, dass eine effiziente Differenzierung der Zellen in
hematopoetische Zelltypen von der GréRe der entstehenden EBs abhangig ist. Es wurden
Zellzahlen von 300 — bis zu 10.000 Zellen pro EB getestet und es konnte gezeigt werden,
dass erst ab einer Zellzahl von 500 Zellen pro EB zu einer effizienten Differenzierung kommt,
wobei eine Zellzahl von 1000 Zellen pro EB die besten Ergebnisse lieferte [115]. Fir die
Suspensionskulturen undifferenzierter Stammzellen wurde daher davon ausgegangen, dass
eine relativ kleine Aggregatgréf’e im Hinblick auf die zu vermutende geringe Tendenz zur
Differenzierung von Vorteil ist. Die als Einzelzellsuspensionen inokulierten Zellen bildeten
unter Suspensionskulturbedingungen Aggregate, deren Grdle im Verlauf der Kulturen
kontinuierlich zunahm. Bis zu Tag 4 wiesen die entstandenen Aggregate eine homogene
Morphologie auf (Abb. 24). Eine Bestimmung der Zellzahl ergab ~170 Zellen pro Aggregat,
was deutlich unter der von Ng et al. gefundenen Mindestzellzahl fir eine effiziente
Differenzierung liegt. Bei Weiterfuhrung der Kulturen Uber Tag 4 hinaus nahm die
AggregatgroRe weiter zu. Die entstandenen Aggregate verloren im Verlauf der Kultur von
Tag 5 bis Tag 7 ihre homogene Morphologie. Erste Strukturen wurden beobachtet, die auf
eine beginnende Differenzierung hinweisen kénnten (Abb. 24). gPCR-basierte

Expressionsanalysenbestatigten diese initiale Annahme allerdings nicht (3.7.2.5).
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Abb. 24: Lichtmikroskopische Darstellung der Zellaggregate nach Einzelzellinokulation im
Kulturverlauf. Dargestellt sind Aggregate zwischen Tag 1 und Tag 7 einer Suspensionskultur von
hiPS2. Skalierung 200um
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Abb. 25: AggregatgréBen und Lebendzellzahl im Kulturverlauf. Zunahme der durchschnittlichen
AggregatgrofRe (A) und der Lebendzellzahl, ermittelt anhand Trypanblaufarbung (B) der hiPS2 bei
einer Kulturdauer von 7 Tagen.

Die durchschnittliche Aggregatgrofie und die Lebendzellzahl der hiPS wurden im Verlauf von
Tag 1 bis Tag 7 naher charakterisiert. Im Verlauf der Kulturen stieg die durchschnittliche
AggregatgroRe von 45 ym an Tag 1 auf 125 pym an Tag 4 und weiter auf 350 um an Tag 7
an. An Tag 7 wurde eine Lebendzellzahl von 2,17 £ 2,5 x 10° Zellen / 3 ml erhalten, dies

entsprach einer 21 fachen Zellexpansion in 7 Tagen.

Um Tag 7 Aggregate enzymatisch vereinzeln zu konnen, mussten deutlich hdhere
mechanische Scherkrafte eingesetzt werden als bei einer Vereinzelung an Tag 4 der Kultur.
Vermutlich basierte die festere Struktur der Aggregate auf einem hoheren Anteil
extrazellularer Matrix. Trotz der kontinuierlichen Zunahme der AggregatgroRe stellte sich,
aufgrund der im Kulturverlauf zunehmenden schwierigen Vereinzelung, Tag 4 als optimaler

Zeitpunkt fur das mit Einzelzelldissoziation verbundene Passagieren heraus.
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Die gesammelten Ergebnisse fuhrten letztendlich zu folgendem optimierten Prozess: Die
vereinzelten Zellen wurden in mTeSR1 supplementiert mit 10 uM RI in Suspension kultiviert.
Zum Passagieren wurden die Aggregate alle 4 Tage mittels Kollagenase B Behandlung in
Einzelzellen dissoziiert und mit einer Inokulationsdichte von 1 x 10° Zellen / 3 ml erneut

ausgesat.

3.7.1. Wachstumskinetik und AggregatgroRenbestimmung in Suspensionskulturen

Detaillierte Analysen der Wachstumskinetiken wurden fur die Suspensionskulturen der
humanen ES und iPS Zellen im Kulturverlauf von Tag 0 bis Tag 4 durchgefihrt. Wie schon in
Kapitel 3.6 beschrieben fuhrte die Einzelzelldissoziation zu in betrachtlichem Umfang zum
Zelltod, so dass 24 h nach Dissoziation noch ca. 50 % der initial eingesetzten Zellzahl
nachweisbar war.. In den folgenden Tagen konnte eine kontinuierliche signifikante Zunahme
der Zellzahl gezeigt werden. Nach 4 Tagen konnte fiir die hiPS eine Zellzahl von 4,7 + 1,6 x
10° Zellen / 3 ml und fiir die hES eine Zellzahl von 6,3 + 0,75 x 10° Zellen / 3 ml ermittelt
werden. Dies entspricht flr die hiPS einer etwa 4 fachen und fir die hES einer etwa 6 fachen

Zellexpansion.
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Abb. 26: Wachstumskinetik der humanen iPS bzw. humanen ES Zellen im Kulturverlauf.
Bestimmung der Lebendzellzahl von Tag 0 bis Tag 4 anhand Trypanblaufarbung, n=3, * p<0.05

Eine Analyse der AggregatgroRe wahrend der 4 Tage Suspensionskulturen zeigte, dass der
prozentuale Anteil, der Aggregate, die kleiner als 50 ym waren, sich von 88,3% (hiPS) bzw.
88,7 % (hES) an Tag 1 der Kultur nach 0,13 % (hiPS) bzw. 0,7% (hES) an Tag 4 verschob.
Gleichzeitig stieg prozentuale Anteil der Aggregate, die gréRer als 100 ym waren, von 0,2%
(hiPS) bzw. 0,7 % (hES) an Tag 1 auf 73,3 % (hiPS) bzw. 74,5 % (hES) an Tag 4 an.
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Abb. 27: GroRBenverteilung der Aggregate im Verlauf der Kultur. hiPS (A) und hESC (B), n=3
3.7.2. Untersuchung des Differenzierungsstatus

3.7.21. Nachweis der Pluripotenz

Die Kultivierung einer Reporterzelllinie (hiPS20CT4eGFP5) in Suspensionskultur tber 20
Passagen unter den etablierten Bedingungen zeigte, dass die entstandenen Aggregate
sowohl an Tag 1 als auch an Tag 4 einer Passage eGFP exprimierten (Abb. 28). Diese

Daten deuten darauf hin, dass die Pluripotenz der Zellen wahrend der Langzeitkultivierung in

Suspension erhalten blieb.

Abb. 28: hiPS20CT4eGFP5 in Suspensionskultur. Expression des OCT4 Promotor-abhangigen
eGFP zeigt den Erhalt der Pluripotenz nach 20 Passagen in Suspension. Skalierung: 200um.

Zur detaillierten Untersuchung der etablierten Suspensionskulturen wurden sowohl auf
mRNA als auch auf Protein Ebene die Expression von Pluripotenzmarkern untersucht und
mit Feederzell-basierten Standardkulturen verglichen. Die Analysen auf Proteinebene
wurden durchflusszytometrisch und immunzytologisch vorgenommen. Fir den Vergleich auf
transkriptioneller Ebene wurden gPCRs fir Pluripotenz- und Differenzierungs-assoziierte
Gene durchgefuhrt.
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3.7.2.2. Durchflusszytometrische Analysen

Fur durchflusszytometrische Analysen wurde die Oberflachenmarker SSEA4 und TRA 1-60
gewahlt. Als Vergleichsprobe wurden humane iPS Zellen aus Feederzell-basierten Kulturen

mitgeflhrt.

Nach 10 Passagen in Suspensionskultur waren an Tag 4 der Kultur 93 % der hiPS positiv fur
SSEA4 und 74 % positiv fur TRA 1-60. Fur die HES-3 Zellen konnten 94 % SSEA4 und 97 %
TRA 1-60 positive Zellen gezeigt werden. In den Feederzell-basierten Kontrollen wurden 83
%SSEA 4 und fur 69 % TRA 1-60 positive Zellen detektiert.
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Abb. 29: Vergleich der Expression von SSEA4 und TRA 1-60 in Suspensionskulturen und
Feederzell-basierten Kulturen. Anhand von durchflusszytometrischen Untersuchungen wurde die
Expression der Pluripotenz-assoziierten Oberflachenmarker SSEA 4 und TRA 1-60 in Tag 4
Suspensionskulturen von hiPS2 und HES-3 Zellen mit Feederzell-basierten hiPS2 Kulturen
verglichen.
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Mittels FACS wurde ausserdem die Expression von SSEA4 und OCT4 im Verlauf einer
Passage von Tag 1 bis Tag 4 untersucht. Der Anteil OCT4 positiver Zellen veranderte sich
nicht signifikant und lag zwischen 94,6 % an Tag 1 und 96,7 % an Tag 4. Zwischen 90,6 %
und 86,7 % der Zellen waren positiv flr SSEA4.
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Abb. 30: SSEA4 und OCT4 Expression in Suspensionskulturen im Kulturverlauf. Anhand von
durchflusszytometrischen Untersuchungen wurde die Expression des Pluripotenz-assoziierten
Oberflachenmarker SSEA 4 und des Transkriptionsfaktors OCT4 in Suspensionskulturen im
Kulturverlauf von Tag 1 bis Tag 4 untersucht.
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3.7.2.3. Nachweis von Pluripotenzmarkern uber Immunzytologie

Fur die Immunzytologischen Untersuchungen wurden Aggregate aus Suspensionskulturen
nach 10 Passagen in das Feederzell-basierte Kultursystem zurlickgefihrt. Nahezu alle
Uberfiihrten Aggregate bildeten Kolonien, die zumeist die typische Morphologie
undifferenzierter Zellen zeigten. Die Kolonien wurden auf die Expression der Pluripotenz-
assoziierten Oberflachenmarker SSEA4 und TRA 1-60 sowie des Transkriptionsfaktors
OCT4 untersucht. Alle untersuchten Kolonien zeigten die Expression der untersuchten

Pluripotenz-assoziierten Marker.

TRA 1-60 OCT4

Abb. 31: Inmunzytologische Analysen fiir SSEA4, TRA 1-60 und OCT4. hiPS2 (A) und HES-3 (B),
die nach 10 Passagen in Suspensionskultur in das Feederzell-basierte System zuriickgeflhrt wurden,
bildeten Kolonien mit der Morphologie undifferenzierter Zellen. Immunzytologische Analysen dieser
Kolonien zeigten positive Ergebnisse fur SSEA4, TRA1-60 und OCT4. Spezifische
Antikorperfarbungen rot, Zellkerndarstellung DAPI (blau). Skalierung: 200um.
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3.7.2.4. Expressionsanalysen mittels quantitativer Real Time PCR

Auf transkriptioneller Ebene wurden qPCRs fir NANOG, OCT4 und RONIN [116] (Tabelle 4)
durchgefiihrt. Um sicherzustellen, dass tatsachlich die Expression der endogenen Faktoren
detektiert wird, wurden die Primersequenzen so gewahlt, die Primer nicht an den zur
Reprogrammierung verwendeten Transgenen (OCT4, NANOG) binden. Als frihe
Differenzierungsmarker wurden SOX1 (Ectoderm), SOX17 (Endoderm) und BRACHYURY

(Mesoderm) gewahilt.
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Abb. 32: Expressionsanalysen von Pluripotenz-assoziierten und Differenzierungs-assoziierten
Markern. gPCR Untersuchungen der Expression der Pluripotenz-assoziierten Marker NANOG, OCT4
und RONIN und der frihen Differenzierungsmarkern BRACHYURY, SOX1 und SOX17 in hiPS2
Suspensionskulturen in Relation zur Expression in hiPS2 Feederzell-basierten Kulturen.

Fur die Transkriptionsfaktoren OCT4 und RONIN konnte in Suspensionskultur eine Faktor
2,15 bzw. 2,19 erhdhte Expression gezeigt werden, wahrend die Expression von NANOG
leicht verringert war. Die Expression des friihen Differenzierungsmarker SOX1 war
vergleichbar, wahrend die Expression des mesodermalen Markers BRACHYURY und des

endodermalen Markers SOX17 niedriger war als in Feederzell-basierten Kulturen.

3.7.2.5. Expressionsanalysen mittels StellArrays

Das System des StellArrays (http://array.lonza.com/stellarrays/) ermoglicht
Expressionsanalysen im 96 Well Format und somit eine parallele quantitative Analyse einer
relativ groflen Anzahl relevanter Gene. Die verwendeten Arrays beinhalten sowohl
Pluripotenz- wie auch Differenzierungs-assoziierte Gene. Fir die Arrays wurde cDNAs von 3
verschiedenen hiPS Linien (hiPS1, hiPS2 und hiPS20CT4eGFP5) und humanen ES Zellen
sowie cDNA verschiedener Endothelzellisolate und humaner Vorhautfibroblasten eingesetzt.
Die erhaltenen Ct Werte wurden gegeneinander aufgetragen und mit Hilfe der linearen
Regression und dem errechneten Korrelationskoeffizienten R? verglichen. Die erhaltenen

Korrelationskoeffizienten sind in Abb. 33 zusammengefasst.
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Zur Analyse der erhaltenen Daten wurden jeweils verschiedene Gruppen miteinander
verglichen. In Gruppe 1 erfolgte ein Abgleich der verschiedenen Endothelzellisolate
untereinander. Gruppe 2 beinhaltet den Vergleich der verschiedenen hiPS Zelllinien im
gleichen Kultursystem. In Gruppe 3 wurden hiPS Linien mit hESC im gleichen Kultursystem
verglichen. Gruppe 4 zeigt den Vergleich von kombinierten Werten der hiPS Linien und
hESC aus Suspensionskulturen gegen die kombinierten Werte der hiPS Linien und hESC im
Feederzell-basierten Kultursystem. In Gruppe 5 und 6 wurden die verschiedenen

Endothelzellisolate bzw. die humanen Vorhautfibroblasten gegen hiPS / hESC verglichen.

Die Mittelwerte aus den Korrelationskoeffizienten der einzelnen Gruppen sind graphisch in
(Abb. 33 B) dargestellt.

Der mittlere R? von 0,97 in Gruppe 1 zeigt, dass sich die Expressionsmuster der
verwendeten Endothelzellisolate fur die untersuchten Gene offensichtlich nicht
unterscheiden. Wiederholte Messungen von cDNA aus der gleichen RNA Praparation,
lieferten Werte zwischen 0,99 und 0,95. Die Abweichungen, die sich fUr die verschiedenen
Endothelzellisolate ergaben, liegen damit im technisch-bedingten Schwankungsbereich der

verwendeten Arrays.

Vergleiche der verschiedenen iPS Klone untereinander bzw. mit humanen ES Zellen liefern
einen Koeffizienten von 0,85 bzw. 0,80. Die Expression der untersuchten Gene ist in diesen
Gruppen sehr ahnlich. Der Vergleich zwischen Suspensionskulturen und Feederzell-
basierten Kulturen ergab einen etwas niedrigeren R?von 0,69. Im Gegensatz dazu ergab der
Vergleich der verwendeten pluripotenten Zellen mit den Endothelzellisolaten bzw. mit den

humanen Vorhautfibroblasten lediglich einen R? von 0,15 bzw. 0,1.

Exemplarisch sind in Abb. 34 Scatterplots aus Gruppe 2,3, 4 und 5 dargestellt. Hier wird
ebenfalls deutlich, dass die Unterschiede, die sich im Expressionsmuster zwischen Zellen
aus Suspensionskulturen und Zellen aus Feederzell-basierten Kulturen in der gleichen

Grolienordnung bewegen wie auch bei Vergleichen von hiPS mit hESC.
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Abb. 33: qPCR Untersuchung von 96 Genen, assoziiert mit Pluripotenz oder Differenzierung
mittels StellArrays. Analyse von 3 verschiedenen hiPS Linien und einer hESC Linie, die in
Suspension und im Feederzell-basierten System kultiviert wurden. Die Expressionsmuster der
untersuchten Zellen wurden zum Einen untereinander verglichen und des Weiteren mit den
Expressionsmustern von drei verschiedenen Endothelzellisolaten sowie adulten Fibroblasten. Die
berechneten lineraren Korrelationskoeffizienten aus jedem Vergleich basierend auf den erhaltenen Ct
Werten aller 96 Gene dienen als MaR der Ahnlichkeit und sind in (A) und zusammengefasst als
Balkendiagramm in (B) dargestellt.
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Abb. 34: Scatterplot Darstellung ausgewdhiter Vergleiche aus Abb. 33 mit zugehorigen
Korrelationskoffiezienten R,

Um eine detailliertere Aussage zur Expression der untersuchten Gene treffen zu kénnen,
wurden die erhaltenen Daten mit Hilfe eines Algorithmus, dem Global Pattern Recognition
(GPR) data analysis tool (Bar Harbor Biotechnology, USA) [117] analysiert. Die GPR
Software normalisiert die Daten eines jeden Gens mit den Daten aller anderen Gene und
macht daher eine eventuell problematische Normalisierung auf ein einzelnes Housekeeping

Gen Uberflissig.

Fur die vergleichende Analyse der Genexpressionsdaten wurden darlber hinaus 4 Gruppen
gebildet. Zum Einen wurde unterschieden in Pluripotenz-assoziierte und Differenzierungs-
assoziierte Gene, zum Anderen wurde weiter differenziert in Gene, die eine Veranderung der
Expression um mehr als das 3 fache zeigten und Gene deren Expression sich um weniger

als Faktor 3 unterschieden.
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In der Gruppe der Differenzierungs-assoziierten Gene, die sich um mehr als Faktor 3
verandern, wurden 4 Gene identifiziert - AFP, SYP, MYST2 und PARDG6A - die in den
Suspensionskulturen hoéher exprimiert waren. 9 Gene - CER1, CXCR4, GATA4, GATAG,
SHH, SOX17,T, TTR, FOXA2 - waren im Vergleich zu Feederzell-basierten Kulturen bis zu
Faktor 350 (SOX17) schwacher exprimiert.

Die Expression von 16 Pluripotenz-assoziierten Genen zeigte eine Veranderung um mehr als
Faktor 3. Zehn der untersuchten Gene zeigten eine hohere Expression in den
Suspensionskulturen, als in den Feederzell-basierten Kulturen. Sechs der untersuchten
Gene zeigten eine geringere Expression in Suspension. Die Pluripotenz-assoziierten Gene
OCT4 und REX1 zeigten eine hoéhere Expression in den Suspensionskulturen, wahrend
NANOG und SOX2 sehr ahnlich exprimiert waren mit einer Veranderung in der Expression <
3.

Die Ergebnisse flr die Expression von OCT4 und NANOG sowie die geringere Expression
der mesendodermalen Marker (SOX17, BRACHYURY) die mittels der StellArrays
nachgewiesen wurden, bestatigen die Ergebnisse der herkdmmlichen gPCR. Alle weiteren
auf dem StellArray reprasentierten Gene (67) zeigten Unterschiede im Expressionslevel,
< Faktor 3.
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Abb. 35: Expressionsunterschiede in Suspensions- und Feederzell-basierten Kulturen. Die aus
den StellArray Analysen erhaltenen Daten wurden mit Hilfe des Global Pattern Recognition (GPR)
data analysis tool (Bar Harbor Biotechnology, USA) analysiert. Analysierte Gene wurden basierend
auf dem Unterschied im Expressionslevel zwischen Suspensions- und Feederzell-basierten Kulturen
(A =3 und A > 3) sowie in Differenzierungs- und Pluripotenzsassoziierte Gene eingeteilt.
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Fur die Untersuchung der Genexpression im Verlauf der Suspensionskulturen wurden mittels
StellArrays Zellen an Tag 2, 4, 5 und 7 der Suspensionskulturen analysiert und verglichen.
Fir diese Vergleiche wurden Arrays eingesetzt, die eine begrenztere Anzahl von 32 Genen
umfassen, wobei relevante Gene wie z.B. OCT4, NANOG, REX 1, SOX17 und
BRACHYURY vertreten sind. Diese vergleichenden Untersuchungen zeigten keine
relevanten Unterschiede in der Expression der Pluripotenz-assoziierten und
Differenzierungs-assoziierten Gene zwischen Tag 2 und Tag 4 bzw. Tag 2 und Tag 7 der
Suspensionskulturen (Tabelle 12). Scatterplots der Vergleiche zwischen Tag 2 und Tag 4,
Tag 2 und Tag 5, Tag 2 und Tag 7 und die aus der linearen Regression resultierenden
Korrelationskoeffizienten R? von 0,96 machen die groRe Ahnlichkeit der Genexpression
deutlich.
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Tabelle 12: Expressionsanalysen mittels StellArrays (32) an Tag 2, Tag 4 und Tag 7 der
Suspensionskulturen.

d2 vs d4

Gen Fold Change p-Value
UTF1 2,66 0,0943
COL2A1 2,11 0,1771
DNMT3B -1,5 0,2042
LIN28 -1,63 0,2128
TDGF1 1,41 0,2359
LIFR -1,42 0,2587
FLT1 -1,93 0,2615
PODXL -1,16 0,2803
TERT 1,21 0,3305
GDF3 1,01 0,3339
NANOG 1,17 0,3344
WNT5A 1,08 0,34
CD9 -8,15 0,3488
REST -1,01 0,3498
HAND1 1,2 0,3513
EOMES -2,01 0,3529
FGF4 1,69 0,3548
Hs18s 1,03 0,3742
SOX2 1,37 0,3944
POU5F1 -1,52 0,4135
GATA6 -1,91 0,4963
FOXA2 -1,01 0,5158
SOX17 -3,23 0,527
CXCR4 -1,56 0,5586
CER1 -1,81 0,5998
PAX6 -1,18 0,7188
GATA4 -1,66 0,7671
HSGenomic NaN NaN
ZFP42 NaN NaN
T NaN NaN
CDX2 NaN NaN
SHH NaN NaN

d2 vs d7

Gen Fold Change p-Value
UTF1 3,94 0,0397
SOX2 1,12 0,1167
DNMT3B -1,71 0,1248
COL2A1 1,81 0,1323
FGF4 5,69 0,133
GDF3 -2,03 0,1438
NANOG 1,13 0,1704
WNT5A 1,19 0,1717
FOXA2 -3,74 0,1734
PODXL -1,11 0,1885
LIN28 -1,62 0,2136
Hs18s -1,46 0,2152
HAND1 -1,56 0,2255
TERT -1,34 0,2361
REST -1,03 0,2405
POU5F1 -1,4 0,2544
EOMES -3,47 0,2561
LIFR -1,18 0,2615
CD9 -8,63 0,333
FLT1 -1,59 0,3644
TDGF1 -1,05 0,3672
CXCR4 -1,22 0,3736
PAX6 1,12 0,4474
CER1 -2,45 0,4501
SOX17 -2,66 0,4702
GATA6 -2,67 0,4858
GATA4 -1,08 0,6236
HSGenomic NaN NaN
ZFP42 NaN NaN
T NaN NaN
CDX2 NaN NaN
SHH NaN NaN
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Abb. 36: Scatterplotdarstellung der Genexpressionsvergleiche mittels 32 Gen StellArrays.
Verglichen wurde die Genexpression an Tag 2 mit der Genexpression an Tag 4, Tag 5 und Tag 7 der

Suspensionskultur. Es konnten keine signifikanten Veranderungen in der Expression der 32 enthalten
Gene gefunden werden.
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3.7.3. Genetische Stabilitiat der Zellen aus Suspensionskulturen

Um die genetische Stabilitdt der pluripotenten Zellen nach 10 bzw. 20 Passagen in
Suspensionskulturen beurteilen zu kénnen, wurden G- Banden Karyogramme angefertigt
(Abteilung Humangenetik, Prof. K. Miller, MH-Hannover). Fir jede Probe wurden 10- 15
Metaphasen untersucht. In keiner der praparierten Metaphasen konnten abnormale
Chromosomenmuster nachgewiesen werden.
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Abb. 37: G-Banden Karyogramme. Karyotypanalysen von hiPS2 und HES-3 wurden nach 20 bzw. 9
Passagen in Suspensionskultur durchgefiihrt. Es wurden jeweils mindestens 10 Metaphasen
untersucht. In keiner Praparation konnten abnormale Chromosomenmuster gefunden werden.
Darstellung einer untersuchten Metaphase der hiPS2 (A), zugehoriges Karyogramm (B), Karyogramm
der HES-3 (C).

Die Charakterisierung der etablierten Suspensionskulturen sowie der Vergleich mit den
Feederzell-basierten Standardkulturen haben gezeigt, dass im Hinblick auf die
Markergenexpression keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Kultursystemen
auftraten. Die Karyotyanalysen zeigten ausserdem, dass die Zellen auch nach 20 Passagen

einen stabilen Karyotyp aufwiesen.
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3.74. In vitro wund in vivo Differenzierung pluripotenter Zellen aus

Suspensionskulturen

Neben dem Nachweis von Pluripotenz-assoziierten Genen in den Suspensionskulturen ist
die Untersuchung des Differenzierungspotentials der in Suspensionskultur expandierten
Zellen ein weiteres Beurteilungskriterium fur den Zustand der Zellen im etablierten
Kultursystem. Anhand von in vitro und in vivo Differenzierungsexperimenten wurde
untersucht, ob die Zellen in Suspensionskultur die Fahigkeit behalten Derivate aller drei

Keimblatter hervorzubringen.

3.74.1. In vitro Differenzierung pluripotenter Zellen aus Suspensionskulturen

Das Expressionsmuster der in vitro differenzierten humanen iPS Zellen an Tag 20 nach
Einleitung der Differenzierung zeigte die Expression von Markern des Ectoderms (WNT1 und
FGF5), des Endoderms (AFP, TTR), des frihen Mesendoderms (BRACHYURY) und der
mesodermalen sowie kardialen Entwicklungsrichtung (NKX2.5, TBX5, TBX20, MLC2a,
aMHC).

G,
9}:, 9/@/?'

?x
%2

+
I

+
I

WNT1 190 bp

Ectoderm

FGF5 253 bp

AFP 255 bp

TTR 153 bp

Endoderm

357 bp
NKX2.5 168 bp
TBX5 108 bp

TBX20 470 bp

Mesoderm

MLC2a 446 bp

o MHC 469 bp

R’ Actin 785 bp

Abb. 38: Markergenexpression in undifferenzierten hiPS2 aus Suspensionskultur und an Tag
20 nach Einleitung der Differenzierung. Mittels semiquantitativer PCR konnte die Expression von
Markern des Ectoderms (WNT1, FGF5), des Endoderms (AFP, TTR) des Mesendoderms
(BRACHYURY (T)) und des Mesoderms (NKX2.5, TBX5, TBX20, MLC2a, aMHC) nachgewiesen
werden.
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Die immunzytologischen Untersuchungen bestatigten die qPCR-Daten und wiesen eine
Expression von R3 Tubulin und Cytokeratin 18 fir ectoderm, AFP und SOX17 fir endoderm
sowie Desmin als Marker fir mesoderm nach (Abb. 39). Das Auftreten kontrahierender
Areale ab Tag 14 der Differenzierung deutet auf die Entstehung funktioneller
Herzmuskelzellen hin. Des Weiteren konnten auch uber anti NKX 2.5 / sarc. Actinin
Doppelfarbung und eine Troponin T Farbung quergestreifte Kardiomyozyten nachgeweisen
werden. (Abb. 40).

A3 Tubulin] + = Cytokeratin 18

Ectoderm

Endoderm Mesoderm

Abb. 39: Immunzytologische Untersuchungen von hiPS2 aus Suspensionskulturen 20 Tage
nach Einleitung der Differenzierung. Marker fiir die ectodermale, endodermale und mesodermale
Entwicklungslinie konnten nachgewiesen werden. Spezifische Antikorperfarbung (83 Tubulin,
Cytokeratin 18, AFP,SOX17 und Desmin) rot, Zellkerndarstellung DAPI (blau). Skalierung: 100 ym.

sarc.Actinin/
NKX2-5

Abb. 40: Expression kardialer Markergene in hiPS2 aus Suspensionskulturen 20 Tage nach
Einleitung der Differenzierung. Kardiomyozyten-spezifische Antikérperfarbung fur sarkomeres
Actinin, Troponin T, (rot), NKX2.5 (griin), Zellkerndarstellung DAPI (blau). Skalierung: 100um.
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Weiterhin wurde ein quantitativer Vergleich des Potentials zur Differenzierung in
Kardiomyozyten von Zellen aus Feederzell-basierter Kultur und Suspensionskultur
durchgefiihrt. Die Differenzierung erfolgte mittels eines EB basierten Protokolls. An Tag 21
wurden aus den Differenzierungskulturen Cytospots hergestellt, die mit dem
Kardiomyozyten-spezifischen Marker Troponin T gefarbt wurden. Das Verhaltnis von
Troponin T-positiven Zellen im Vergleich zur Gesamtzellzahl (DAPI-positive Zellkerne) wurde
fur jeweils 3 unabhangige Ansatze bestimmt. In den Differenzierungsansatzen aus
Feederzell-basierten Kulturen generiert wurden, konnten durchschnittlich 2% Troponin T
positive Zellen nachgewiesen werden, nahezu der gleiche Anteil (1,6%) war in den

Suspensionskultur-basierten Ansatzen nachweisbar (Abb. 41 A).

Uber gPCR konnte ebenfalls kein signifikanter Unterschied fiir die Expression des
Kardiomyozyten-spezifischen Markers aMHC relativ zur zellularen RActin Expression in den
Suspensionskultur-basierten gegenliber den Feederzell-basierten Differenzierungskulturen
nachgewiesen werden (Abb. 41 B).
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Abb. 41: Quantitativer Vergleich des Differenzierungspotentials. Zellen aus Suspensionskulturen
(SUS) und Zellen aus Feeder-basierten adhdrenten Kulturen (FBA) wurden Uber ein EB-basiertes
Protokoll differenziert. An Tag 21 nach Einleitung der Differenzierung wurde eine quantitative Analyse
des Anteils von Troponin T positiven Zellen im Vergleich zur Gesamtzellzahl mittels Cytospots (n=3)
(A) und ein quantitativer Vergleich der relativen aMHC Expression in den verschiedenen
Differenzierungskulturen (B) (n=3) durchgefiihrt ohne dabei signifikante Unterschiede aufzzeigen zu
kénnen.
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3.7.4.2. In vivo Differenzierung pluripotenter Zellen aus Suspensionskulturen

Ein Charakteristikum pluripotenter Zellen ist ihre Fahigkeit zur Teratombildung nach Injektion
in immundefiziente Mause. Thomson et al. [5] zeigten durch Teratombildung die Pluripotenz
der von ihnen etablierten hES Zellen. Ebenso spielen Teratomassays bei der Identifizierung
von pluripotenten Zellen die durch Reporgrammierung generiert wurden eine wichtige Rolle
[7, 19]. Die erfolgreiche Durchfihrung von Teratomassays ist des Weiteren im Allgemeinen
ein wichtiger Hinweis auf den Erhalt der Pluripotenz nach Kultivierung in verschiedenen
Systemen. So wiesen etwa Amit et al. [100] in ihrer Studie zur Etablierung von Feederzell-
freien und serumfreien Bedingungen, unter anderem durch die Bildung von Teratomen den
Erhalt der Pluripotenz nach. Ebenso zeigten Xu et al. Teratombildung, nachdem die hESC in

einem Feeder-freien System expandiert wurden [75].

Um das Differenzierungspotenzial in vivo zu Gberprifen, wurden die humanen iPS Zellen
und die humanen ES Zellen, die Uber 10 Passagen in Suspension expandiert wurden, in die
Nierenkapsel beziehungsweise in den Oberschenkelmuskel immundefiziente Mause injiziert.
Nach 8 bzw. 10 Wochen hatten die Mause Teratome entwickelt, diese wurden explantiert
und histologisch analysiert. Injektionen und Explantation wurden freundlicherweise von Herrn
Christian Rathert durchgeflhrt, die histologische Aufarbeitung erfolgte durch Dr. Silke Glage

am Institut fur Versuchstierkunde, MH — Hannover .

Es konnte sowohl in den Teratomen aus hiPS2 als auch aus den humanen ES Zellen,
Gewebe aller drei Keimblatter inklusive Drisenepithel mit Mucinzellen, mesodermales
Gewebe und neuronales Gewebe nachgewiesen werden. Des weiteren konnten keine
Unterschiede in Bezug auf den Reifegrad und die GroRRe der Teratome aus den in
Suspension expandierten Zellen gegeniber Teratomen, die aus Zellen aus Standardkulturen

hervorgegangen waren, festgestellt werden.
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Driisenepithel Neuronales Gewebe Muskulatur

Feederzell-basierte
Kulturen hiPS

Susepensions-basierte
Kulutren iPS2

Susepensions-basierte
Kulutren HES-3

Abb. 42: Histologische Untersuchungen der aus Suspensions-basierten und Feederzell-
basierten Kulturen entstandenen Teratome. Injektion der undifferenzierten hiPS2 und HES-3 nach
10 bzw. 9 Passagen in Suspensionskultur in immundefiziente Mause flhrte zu der Bildung von
Teratomen, die Gewebe aller drei Keimblatter enthielten und sich in Bezug auf Reifegrad und GréRe
nicht von Teratomen unterschieden, die aus Zellen aus Standardkulturen hervorgegangen waren.

Wie schon die Untersuchungen zur Markergenexpression, zeigten auch die Experimente
zum Differenzierungsverhalten in vivo und in vitro keine offensichtlichen Unterschiede
zwischen den Zellen aus den etablierten Suspensionskulturen und Zellen, die in den

Feederzell-basierten Standardkulturen expandiert wurden.
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3.8. Expansion von Primaten ES Zellen in Suspensionskultur

Um die universelle Anwendbarkeit des neuen Kultursystems zu untersuchen, wurden die fur
hiPS und hESC etablierten Bedingungen zur Expansion pluripotenter Stammzellen in
weiteren Versuchen auf die fur die initialen Versuche verwendeten Primaten ES Zellen
(R366.4 & MF12) angewendet. Die Primaten ESC wurden analog zu den humanen Zellen
enzymatisch mit Kollagenase IV von den Feederzellen getrennt und in einem weiteren Schritt
mit Kollagenase B zu Einzelzellen dissoziiert. Die Inokulation der Kulturen mit Einzelzell-
dissoziierten MF12 Zellen in mTeSR1 supplementiert mit 10 yM RI fuhrte nach 3 Tagen zur
Bildung von Zellaggregaten mit homogener Morphologie, wahrend ohne den Zusatz des Rho

Kinase Inhibitors keine gleichmalige Aggregatbildung beobachtet werden konnte (Abb. 43).

mTeSR+RI mTeSR

Abb. 43: Einzelzell-inokulierte Suspensionskulturen der Primaten ES Zelllinie MF12. Kulturen in
mTeSR1 + 10 yM RI zeigten die Bildung homogener Zellaggregate (links), ohne Zugabe des Rho
Kinase Inhibitors erfolgte keine gleichmaflige Aggregatbildung (rechts). Skalierung: 200um.

Q k2]
Qb Qh Qh.

Abb. 44: Riickfihrung von MF12 Suspensionsaggreaten in das Feederzell-basierte
Kultursystem. Entstandene Kolonien zeigten typische Morphologie undifferenzierter Zellen.
Skalierung: 200 uym. Semiquantitative RT PCR zeigte die Expression von OCT4 nach 10 bzw. 15
Passagen Suspensionskultur im Vergleich zum Feederzell-basierten System (PK).
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Bei Ruckfihrung der MF12 Zellaggregate in das Feederzell-basierte Kultursystem
entstanden Kolonien mit der typischen Morphologie undifferenzierter Zellen, die sich durch
einen klaren Rand von den sie umgebenden Feederzellen abgrenzten.Durch
semiquantitative RT-PCR konnte die Expression OCT4 sowohl nach 10 als auch nach 15
Passagen Suspensionskultur in nachgewiesen werden (Abb. 44 B). In vitro
Differenzierungsversuche mit MF12 Zellen nach 15 Passagen in Suspensionskultur fiihrten
zur Entstehung verschiedener Zelltypen. Durch immunhistochemische Untersuchungen
konnten Derivate verschiedener Keimblatter nachgewiesen werden, inklusive sarkomerem
Actinin und CD31 (Mesoderm) sowie R3 Tubulin flr das Ectoderm (Abb. 45).

R3Tubulin

Abb. 45: Immunzytologische Analyse von MF12 Zellen aus Suspensionskultur 21 Tage nach
Einleitung der Differenzierung. Spezifische Antikdrperfarbung (sarkomeres Actinin, CD31 und 33
Tubulin (rot), Kernfarbung DAPI (blau). Skalierung: 100um.

In Kulturen der Primaten ES-Zelllinie R366.4 konnte 3 Tage nach Einzelzellinokulation
ebenfalls die Entstehung von Zellaggregaten mit homogener Morphologie beobachtet
werden. Die Verwendung einer OCT4eGFP R366.4 Reporterzelllinie ermdglichte erste

Aussagen zur Pluripotenz der Kulturen. Anhand von fluoreszenzmikroskopischen

Aufnahmen konnte der Erhalt der OCT4-abhangigen eGFP Expression gezeigt werden (Abb.
46).

—= | OCT4PeGFP

Abb. 46: Suspensionskulturen eines OCT4eGFP transgenen Klons der Rhesus ES Zelllinie
R366.4. 3 Tage nach Einzelzellinokulation in mTeSR1 + 10 yM RI konnte die Entstehung von
Zellaggregaten beobachtet werden, die eine einheitliche Morphologie und die OCT4 Promotor
abhangige eGFP Expression zeigten. Skalierung: 200um.
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3.9. Ubertragung der Suspensionskulturen in ein dynamisches System

Als Vorarbeit fiir die angestrebte Ubertragung der etablierten Suspensionskulturen in einen
grolkeren Malstab und die Umsetzung des nachsten Schrittes in Richtung einer
kontrollierbaren Prozessfiihrung, wurdenn die etablierten Suspensionskulturen zunachst aus

dem statischen 6 Well-basierten System in ein dynamisches System Ubertragen.

Kollagenase IV <] = 2 Kollagenase B

= -‘5:3 = Behandlung .s: ‘5‘ 737" Behandlung Suspensionskultur
S~ > —_— ; e — —_—
S = = ‘—g a5 .%—‘ .
\_4/ i . 3
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Abb. 47: Schematische Darstellung der Ubertragung der statischen Suspensionskulturen in ein
dynamisches Kultursystem. Die erzeugten Einzelzellsuspensionen wurden fir die Kultur unter
dynamischen Bedingungen in Erlenmeyerkolben mit einem Arbeitsvolumen von 25 ml tberfihrt.

Hierfir wurden die Suspensionskulturen in Erlenmeyerkolben (125 mL) mit einem
Arbeitsvolumen von 25 ml Uberfihrt und auf einem Orbitalschittler im Inkubator
durchgefiihrt. Die Inokulationsdichte von 0.3 x 10° Zellen / ml wurde fiir die dynamische

Kultur beibehalten.

Die Schittelfrequenz des Orbitalschiittlers war ein kritischer Faktor bei der Durchfiihrung der
Experimente. Bei einer Frequenz von > 75 Umdrehungen / Minute (UpM) kam es zu
Ablagerung der Zellen an der Kolbenwand in Hohe des Mediumspiegels, wahrend eine
Frequenz von < 35 UpM zu einer massiven Verklumpung der inokulierten Einzelzellen fihrte.
Bei einer Frequenz von 50 UpM wurden die ausgesaten Zellen gleichmaflig im Medium
verteilt und bildeten Aggregate mit einer relativ homogenen GroRenverteilung (Abb. 48),

deren Grole vergleichbar zu den im statischen System erreichten AggregatgréRen war.

Um eine Aussage zum Pluripotenzstatus der Zellen nach 4 Tagen Expansion im
dynamischen System treffen zu kénnen, wurden FACS Analysen flir SSEA4 durchgeflihrt
(Abb. 48); die Mehrheit der Zellen (>90 %) in den dynamischen Kulturen waren positiv. Die
Lebendzellzahlbestimmung mittels Trypanblaufarbung nach 4 Tagen ergab eine 3,9 fache

Zunahme der Lebendzellzahl im dynamischen System.
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Abb. 48: Ubertragung der statischen Suspensionskulturen in ein dynamisches Kultursystem. 4
Tage nach Einzelzellinokulation haben sich Aggregate mit einheitlicher Grée und Morphologie
gebildet, Skalierung: 200 pm (A). Die Bestimmung der Lebendzellzahl erfolgte Uber eine
Trypanblaufarbung (B). Durchflusszytometrische Untersuchungen an Tag 4 der Kultur zeigten 91,4 %
positive Zellen flr den Pluripotenz-assoziierten Oberflachenmarker SSEA4.

Zusammenfassend unterstreichen die gesammelten Daten zur Zellproliferation,
Markergenexpression, in vitro und in vivo Differenzierung sowie die generelle
Ubertragbarkeit in ein dynamisches Kultursystem eine universelle Anwendbarkeit des hier

entwickelten neuartigen Kultursystems.

Die erarbeiten Ergebnisse zur skalierbaren Suspensionskultur undifferenzierter Stammzellen
von Mensch und Javaneraffe wurden im Marz 2010 zur Publikation in Stem Cell Research

akzeptiert.
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4. DISKUSSION

4.1. Humane induzierte Stammzellen aus Nabelschnurblut

Die erfolgreiche Generierung humaner pluripotenter Stammzellen aus somatischen Zellen
eroffnete vielversprechende Mdoglichkeiten im Bereich der klinischen Anwendung
pluripotenter Zellen und deren Derivaten. Die generierten hiPS stellen eine ethisch

unbedenkliche Alternative zu den umstrittenen hESC dar.

Eine wichtige Voraussetzung fur die routinemafRige Generierung pluripotenter Stammzellen
aus somatischen Zellen ist eine geeignete Zellquelle. Die verwendeten Ausgangszellen
sollten moglichst ohne invasive Eingriffe leicht isolierbar und gut expandierbar sein. Des
Weiteren ist eine gute Transduzierbarkeit bzw. die Mdoglichkeit effizient genetische
Manipulationen an den Zellen vornehmen zu kdnnen ein wichtiger Aspekt. Takahashi et al.
[7] verwendeten zunachst Fibroblasten als Zellquelle fur die Reprogrammierungen. Isolation
und Expansion von Fibroblasten sowie deren genetische Manipulation sind gut etablierte
Techniken und machen diese Zellen zu einer gut charakterisierten Zellquelle. Im Hinblick auf
verflgbare und Patienten-spezifische Zellquellen konnten Aasen et al. [41] Keratinozyten als
Ausgangszellen fir Reprogrammierungen einsetzen, die sie zuvor aus einzelnen Haaren
generieren konnten. Blut stellt eine weitere, gut zugangliche Zellquelle dar. hiPS
Generierung basierend auf CD34 positiven hematopoetischen Zellen aus peripherem Blut
konnte bereits gezeigt werden [118]. Die Generierung der hiPS mit den derzeit verfligbaren
Protokollen ist immer noch kostspielig und vor allem zeitaufwendig. Da mehrheitlich altere
Menschen auf die therapeutischen Anwendungen angewiesen sein werden, ist die Qualitat
der Ausgangszellen ebenfalls kritisch. Somatische Mutationen, die sich mit zunehmendem
Lebensalter akkumulieren kénnen [119, 120], wirden auch in den generierten hiPS bestehen

bleiben [121] und kdnnten etwa zur Entartung der Zellen flhren.

Als alternative Zellquelle zu Zellen aus adultem peripherem Blut konnten hier Endothelzellen,
gewonnen aus Nabelschnurblut flir Reprogrammierungen eingesetzt werden. Diese Zellen
reprasentieren eine im Vergleich zu den bisher verwendeten Zellen sehr junge
Ausgangspopulation. Das Risiko somatischer Mutationen, die auf die generierten hiPS
Ubergehen ist vergleichsweise gering. DariUber hinaus ist die Kultur und genetische
Manipulation dieser Zellen ebenfalls gut etabliert. Die aus Nabelschnurblut gewonnen
Endothelzellen wurden daher als geeignete Zellquelle identifiziert und konnten erfolgreich
reprogrammiert werden [95]. In Kombination mit den bereits weltweit verflgbaren
Nabelschnurbanken [122], die einen grof’e Menge Ausgangsmaterial bereitstellen konnten,
ware es mdglich Stammzellbanken zu generieren, wie sie bereits fur die Anwendung von

hESC diskutiert wurden [56]. Es kdnnten so fur eine groRe Mehrheit der Patienten hiPS zur
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Verflgung gestellt werden, die ausreichend charakterisiert und im Anwendungsfall schnell

verfligbar waren [123].

4.2 Entwicklung von Suspensions-basierten Expansionsprozessen fiir

humane pluipotente Zellen
Die Bereitstellung pluripotenter Zellen in, fur klinische Anwendungen, ausreichender
Quantitat und vor allem unter Standards des GMP hergestellter Qualitat, ist mit den bisher
zur Verfigung stehenden Expansionsprozessen nicht zu realisieren. Um reproduzierbare
Prozessbedingungen flir die Expansion der pluripotenten Zellen bereitzustellen, scheinen
Bioreaktorprozesse die mit Einzelzellsuspensionen inokuliert werden kdnnen, das am besten

geeignete System zu sein.

Im Vergleich zu mESC, die Uberlebensraten von bis zu 60 % nach Dissoziation erreichen
[124], finden sich bei humanen pluripotenten Zellen durch die hohe Sensitivitat gegenlber
enzymatischer Dissoziation und Scherstress nur zwischen
1 — 5 % der Zellen nach Dissoziation wieder [15, 124]. Hasegawa et al. etablierten hESC
Sublinien, die eine groRere Toleranz gegeniber enzymatischer Dissoziation mit
Uberlebensraten von bis zu 25 % zeigten. Allerdings ist davon auszugehen, dass die
notwendige Selektion in Bezug auf héhere Dissoziationstoleranz zu Subklonen fihrt, die

genetische Abnormalitaten aufweisen und deren klinische Eignung deshalb fraglich ist.

Watanabe et al. konnten das Uberleben von hESC nach Einzelzelldissoziation durch Zugabe
eines niedermolekularen Inhibitors erheblich steigern. In ihrer Studie zeigten sie den anti-
apoptotischen Effekt eines Rho Kinase Inhibitors (RI) auf Einzelzellsuspensionen von 3 hES
Zelllinien bei der Differenzierung in neuronale Vorlauferzellen. In weiteren Studien konnten Li
et al. [125, 126] ebenfalls zeigen, dass RI sich positiv auf das Uberleben nach

Kryokonservierung von hESC auswirkt.

Sowohl fur die verwendeten humanen pluripotenten Zellen als auch fiir die embryonalen
Stammzellen der nicht humanen Primatenspezies konnte der positive Effekt der Rl Zugabe
auf das Zelliberleben bei enzymatischer Dissoziation gezeigt werden. Durch die Zugabe des
Inhibitors konnten Uberlebensraten von bis 50 % erzielt werden. Die erfolgreiche
Ubertragung des von Watanabe et al. vorgestellten Protokolls auf die Expansion von
humanen pluripotenten Zellen war eine grundlegende Voraussetzung fur die Inokulation der

Suspensionskulturen mit definierten, reproduzierbaren Startzellzahlen.

Um die Suspensionskulturen aber zur Expansion der undifferenzierten Zellen einsetzen zu
kdbnnen, sollte die zu erreichende Zellmassenzunahme zumindest vergleichbar zu

herkdmmlichen, Feederzell-basierten oder Matrix-basierten Kultursystemen sein.
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Ein wichtiger Aspekt fir die Expansion der undifferenzierten Zellen in einem Kultursystem
ohne Feederzellen ist die Bereitstellung geeigneter Wachstumsbedingungen durch das
eingesetzte Kulturmedium. Ludwig et al. entwickelten durch Optimierung verschiedenster
Faktoren wie der Bereitstellung von Wachstumsfaktoren in verschiedenen Konzentrationen
und Kombinationen und des physiochemischen Milieus, wie pH Wert und Osmolaritat, ein
Medium speziell fur Kulturen von hES unter definierten Bedingungen [80]. Das entwickelte
Medium, mTeSR1, ermoglichte die Expansion verschiedener hESC Linien im
undifferenzierten Zustand auf einer Matrix aus Kollagen 1V, Fibronektin, Laminin und

Vitronektin.

Basierend auf der Arbeit von Ludwig et al. sollte mTeSR1 zusatzlich zum KO-DMEM
Standardkulturmedium flir die Expansion pluripotenter Zellen in Suspension verwendet
werden. Im Vergleich zu den KO-DMEM basierten Medien erwies sich mTeSR1 als besser
geeignet fur die Durchfiihrung der Suspensionskulturen. Auch durch die Supplementierung
des KO-DMEM basierten Mediums mit hohen bFGF Konzentrationen, welches in der Studie
von Ludwig et al. als kritischster Faktor flr Proliferation und Erhalt der Pluripotenz
beschrieben wurde, konnten die Ergebnisse die mit mTeSR erzielt wurden, in den KO-

DMEM basierten Medien nicht erreicht werden.

Bereits 24 Stunden nach der Vereinzelung zeigte sich ein héheres Zelliberleben in mTeSR1
verglichen mit den KO-DMEM basierten Medien. Aber erst die Kombination von mTeSR1 mit
der Zugabe des Rho Kinase ermdglichte die Inokulation der Kulturen mit Einzelzellen bei
einem Zelluberleben von etwa 50 % und ergab gleichzeitig Zellmassenzunahmen von 4 - 6-
fach in 4 Tagen, vergleichbar zu bereits beschriebenen MC-basierten Suspensionskulturen

[87] und adharent wachsenden Kulturen auf Feederzellen oder definierten Matrices [100].

In einer zu dem hier erarbeiteten Kultursystem ahnlichen Studie von Krawetz et al. [127]
konnte ebenfalls eine Expansion von undifferenzierten hES Zellen gezeigt werden. Der
beschriebene Prozess verzichtete auf die Verwendung von Tragermaterialen und basierte
auf Einzelzellinokulation. Als Kulturmedium wurde hier ebenfalls mTeSR1 verwendet.
Beurteilt wurden die erhaltenen Suspensionskulturen der verwendeten hESC Linie H9
anhand von Immunfluoreszenz, FACS und RT-PCR Daten. Weder fliir die FACS Analysen
noch fir die, hier auch nur semiquantitativen PCR Daten, wurden als Kontrollen Zellen aus
adharenter Kultur mitgefiihrt, was keinen direkten Vergleich der Kultursysteme zulasst. Das
Differenzierungspotential der in Suspension expandierten Zellen wurde nach EB basierter in
vitro Differenzierung Uber den Nachweis der Markergenexpression der verschiedenen
Keimblatter gezeigt. Die Expression wurde ausschlieBlich Gber semiquantitative PCR Daten
gezeigt, wobei keine Daten zur moglichen Expression in den als undifferenziert

beschriebenen Zellen, welche fur die Differenzierungsexperimente eingesezt wurden,
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gezeigt sind. Krawetz et al. [127] beschreiben weiterhin fur ihre Kulturen eine 25 fache
Zunahme in 6 Tagen. In den prasentierten Daten zur Zellexpansion sind allerdings nur
Zunahmen von 9 - bis etwa 13 - fach in 6 Tagen ersichtlich und liegen somit nicht Gber den
erzielten Ergebnissen, des in der vorliegenden Arbeit entwickelten Kultursystems. Ein
negativer Effekt des Rl auf die Proliferationsrate, wie er von Krawetz et al. beschrieben wird,
konnte weder in den hier durchgefiihrten Experimenten noch in unabhangigen Studien [107]
bestatigt werden. In den von Krawetz et al. durchgeflihnrten Experimenten war eine
Expansion der undifferenzierten Zellen als Suspensionsaggregate dartiber hinaus nur durch
die Zugabe von Rapamycin moglich. Die Autoren vermuteten, dass es zu einer spontanen
Differenzierung der verwendeten hES Zelllinie zu Fibroblasten kommt, welche wiederum die
Stabilitat der Suspensionsaggregate negativ beeinflussen sollten. Durch die Zugabe von
Rapamycin und somit einer Blockierung des mTOR Signalweges sollte die Differenzierung
zu Fibroblasten blockiert und dieser Effekt verhindert werden. Das Vorhandensein von
Fibroblasten in den entstandenen Aggregaten wurde Uber den Nachweis von FGF-R1
positiven Zellen gezeigt. Da FGF-R1 kein spezifischer Fibroblasten Marker ist [128] und
weder eine geeignete lIsotypenkontrolle noch quantitative Daten zu dieser Hypothese
erbracht wurden, erlaubten diese Ergebnisse keine eindeutige Aussage zur Bildung von
Fibroblasten in den Suspensionsaggregaten und deren mdglichen Einfluss auf die
Kulturflhrung. Da alle prasentierten Daten lediglich auf Experimenten basieren, die mit
hESC der Linie H9 durchgefihrt wurden, ist ein Zelllinien-abhangiger Effekt nicht

auszuschlieRen.

Die Experimente mit verschiedenen humanen iPS Zelllinien, hESC sowie den ESC Linien
der Primatenspezies, in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt wurden, haben gezeigt, dass
eine Expansion der undifferenzierten Zellen nach Einzelzellinokulation ohne den Einsatz von
MC als Tragermaterial oder die Zugabe von Rapamycin zur Hemmung der Differenzierung in
mTeSR1 + 10 yM RI erfolgreich durchgefiihrt werden konnte.

Die generelle Skalierbarkeit der etablierten Kulturen konnte durch die Ubertragung der
Kulturen in dynamische Erlenmeyerkulturen gezeigt werden. Geht man von den hier
verwendeten 0,3 x 10° Zellen / mL mit den mindestens erreichten Zellzahlzunahmen von 4
fach in 4 Tagen aus, ware eine Bereitstellung der zu Beginn abgeschatzten 10 Milliarden
Zellen in einer 100 L Kultur denkbar. Kulturvolumina von 100 L sind in der
biopharmazeutischen Industrie keine Ausnahme und vom technischen Aufwand zu
bewaltigen, im Gegensatz zu den fir die gleiche Zellmenge bendtigen Zellkulturschalen.
Eine theoretische Abschatzung der Zellmengen, die mit dem entwickelten System zu
erreichen waren, wurde anhand der durchschnittlich erreichten Proliferationsraten

durchgefiihrt. Nach 10 Passagen (40 Tagen) kénnen Zellzahlen von 2,2 x 10"" Zellen erreicht
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werden, was einer 7,3 x 10° fachen Expansion entspricht (Abb. 49)
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Abb. 49: Theoretische Abschidtzung der erreichbaren Zellzahlen im entwickelten
Suspensionskultursystem.

Bei der Entwicklung klinisch relevanter Prozesse sind die entstehenden Kosten ein weiterer
wichtiger Aspekt. Fuhrt man die Abschatzung der bendtigten 100 L Kulturvolumen mit dem
derzeitigen Preis des verwendeten mTeSR1 weiter, wirden allein fur die Bereitstellung der
Zellmengen fur einen Patienten Medienkosten von ~ 60.000 € entstehen. Eine Optimierung
der Zellausbeute bezogen auf Kulturvolumen bzw. Mediumverbrauch muss daher angestrebt

werden.

Im Hinblick auf eine weitere Optimierung der Kulturen konnten Niebruegge et al. bereits
zeigen, dass eine  kontinuierliche  Prozessfuhrung zu  signifikant  hdheren
Gesamtzellausbeuten bei gleichzeitig geringerem Mediumverbrauch fihren kann [129]. Eine
Erhéhung der Zelldichte zusammen mit kontinuierlichen Strategien fur die Prozessfilhrung
kébnnte auch fir die Expansion der humanen pluripotenten Zellen zu hdheren
Gesamtzellausbeuten fuhren und somit das Kulturvolumen zur Bereitstellung bendtigter

Zellmengen deutlich senken.
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4.2.1 Erhalt der Pluripotenz durch periodische oder permanente Dissoziation

Durch wiederholte Dissoziation der Zellaggregate ist es mdglich die Aggregatgrofie
kontrolliert unterhalb der, fur eine effiziente Differenzierung benétigten GréRe zu halten. Die
generierten Aggregate erreichten nach 4 Tagen Kultur eine durchschnittliche GréRe von
~ 200 ym und lagen somit unter der von Bauwens et al. beschriecben EB Grofle von
mindestens 250 um fir eine effektive Differenzierung von hESC [89]. Die ermittelten ~ 160
Zellen pro Aggregat wirden laut Ng et al. [115] ebenfalls nicht fur eine effiziente

Differenzierung ausreichen.

Die Begrenzung der AggregatgroRe durch periodische Dissoziation zu Einzelzellen, die
damit einhergehende Unterbrechung der Zell-Zell Kontakte innerhalb der Aggregate und das
Aufbrechen der entstandenen extrazellularen Matrix scheint daher eine geeignete Methode

zu sein, um Differenzierungsprozesse in den Suspensionsaggregaten zu unterdriicken.

Die Balance zwischen Zellmassenverlusten durch Einzelzelldissoziation und der Hemmung
der Differenzierung durch Begrenzung der Aggregatgrofle sowie die Unterdrickung
parakriner Effekte durch das Aufbrechen von Zell-Zell Kontakten eroffnet die Moglichkeit der

Expansion der undifferenzierten Zellen als Aggregate in Suspension.

Alternativ zu periodischer Einzelzelldissoziation kdénnte durch permanente Zugabe
proteolytischer oder kollagenolytischer Enzyme zur Kultur die Zunahme der Aggregatgréfl3e
reguliert werden, um somit die Zellmassenverluste durch die Einzelzelldissoziation zu

reduzieren.

4.2.2 Qualitat der hergestellten Zellen - Analyse von Stammzellmarkern,
Karyostabilitat und Differenzierungspotential

Neben dem Vergleich der erreichbaren Zellzahlen in adharenten Kulturen und den hier

etablierten Suspensionskulturen ist ein eingehender Vergleich der Kulturbedingungen

bezlglich Erhalt der Pluripotenz und des Differenzierungspotentials notwendig.

4221, Expression von spezifischen Reportergenen als Qualitatskriterium

Der Einsatz Zelltyp-spezifischer Promotoren ermoglicht die spezifische Expression von

Reportergenen oder Resistenzen in relevanten Zelltypen [61, 110, 112, 130-132].

Die in der Arbeit hergestellten Reporterzelllinien mit OCT4 Promotor-abhangiger eGFP
Expression sollten zur schnellen und direkten Kontrolle der Pluripotenz dienen. OCT4
POU5F1) gehort zur POU (Pit-Oct-Unc) Transkriptionsfaktorfamilie [133] und ist ein wichtiger
Marker fir die Pluripotenz [134]. In undifferenzierten hES Zellen konnten Reubinoff et al. [23]

hohe Expressionslevel nachweisen, die wahrend der Differenzierung deutlich abnehmen.
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Das verwendete Konstrukt wurde bereits von Gerrad et al. [112] beschrieben. Nach
Transfektion konnten Gerrad et al. die stabile und spezifische OCT4-abhangige eGFP
Expression in hES Zellen bei gleichzeitiger Korrelation mit endogener OCT4 Genexpression
und Expression der Oberflachenmarker SSEA4 und TRA1-60 zeigen. Humane ES Zellen der
Linie H9, die ebenfalls eine stabile eGFP Expression in Abhangigkeit des OCT4 Promotors
zeigten, verwendeten Bajpai et al. [109] fur ihre Untersuchungen zur Accutase Dissoziation.
In beiden Studien konnte eine leicht unterschiedliche Expression des eGFP und des
endogenen OCT4 beobachtet werden. Es gab in beiden Fallen schwach eGFP positive
Zellen, die negativ fir das OCT4 Protein waren, hervorgerufen durch die unterschiedliche
Halbwertszeit der Proteine. Die in der vorliegenden Arbeit generierten Zelllinien zeigten
ebenfalls eine spezifische Expression des OCT4-abhangigen eGFP. Die Expression konnte
sowohl zur endogenen OCT4 Genexpression als auch zur Expression des
Oberflachenmarkers SSEA4 korreliert werden. Auch hier konnte eine leicht unterschiedliche
Expression der beiden Proteine in einzelnen Zellen beobachtet werden, allerdings mit einer
verlangerten Expression des OCT4 Proteins, welche moglicherweise mit der Expression des
noch vorhandenen OCT4 Transgens erklart werden konnte [95]. Generell konnte aber die
Korrelation des OCT4 abhangigen eGFP Expression zur Pluripotenz wie auch in den Studien
von Gerrad und Bajpai [109, 112] gezeigt werden. Die generierten Reporterzelllinien
eigneten sich sehr gut fiir die vereinfachte Uberwachung der Pluripotenz in den etablierten
Kulturen. Neben der Uberwachung der Pluripotenz ermdglicht die Verwendung Zelltyp-
spezifischer Genexpression die Identifizierung und Aufreinigung gewlnschter Zelltypen zu
verschiedenen Differenzierungsstadien [61, 135]. Die Kombination verschiedener Reporter-
oder Selektionskonstrukte konnte zuklnftig die Abbildung von Differenzierungsprozessen
und anschlieBende Aufreinigung von generierten Subpopulationen innerhalb eines

Prozesses ermdglichen.

4.2.2.2. Beurteilung der Zellqualitdt anhand von molekularbiologischen Methoden

Um den Pluripotenzstatus detaillierter beurteilen zu kénnen, kamen verschiedene

quantitative Methoden zum Einsatz.

Mittels gPCR konnten flir 3 Pluripotenz-assoziierten Marker (NANOG, OCT4 und RONIN)
keine nennenswerten Unterschiede in den Expressionshéhen der untersuchten Gene in den
verglichenen Kultursystemen nachgewiesen werden. Wichtig war hierbei, dass die
verwendeten Primersequenzen spezifisch flur die endogenen Expressionen der
Transkritptionsfaktoren OCT4 und NANOG waren. Dies war von Bedeutung da bei der
Charakterisierung der hier eingesetzten hiPS Zellen gezeigt wurde, dass insbesondere die
Expression des fir die Reprogrammierung verwendete OCT4 Transgen in den generierten

pluripotenten Zellen nicht vollstdndig abgeschaltet war [95].



DISKUSSION 103

Des Weiteren wurden durchflusszytometrische Analysen zur Expression der Pluripotenz-
assoziierten Oberflachenmarkern SSEA4 und TRA1-60 durchgefihrt. Wie auch in der Studie
von Oh et al [87] konnte gezeigt werden, dass die Mehrheit der Zellen auch nach bis zu 17

Passagen positiv fir die untersuchten Marker war.

Um einen umfangreicheren Vergleich der Kultursysteme anstellen zu kénnen, wurde das
gPCR-basierte Verfahren des StellArrays (http://array.lonza.com/stellarrays/) eingesetzt. Mit
Hilfe diese Assays konnte die Expression von ausgesuchten Genen zwischen verschiedenen
Zell-und Kulturtypen verglichen werden. Im Vergleich zu Genomweiten Microarrays liefern
StellArrays nur Daten zu einer begrenzten Anzahl von Genen. Auf der anderen Seite bieten
sie gegenlber Genarrays den Vorteil, dass nicht nur semiquantitative sondern quantitative
Expressionsdaten geliefert werden.. Die vorgefertigten gqPCR Platten koénnen mit
bestehenden gPCR Cyclern bearbeitet werden und ermdglichen daher schnelle Analysen mit

Hilfe etablierter Laborausstattung.

Eine Auswertung der erhaltenen Daten kann entweder direkt Uber die Ct-Werte oder Uber
einen GPR Algorithmus erfolgen [117]. Die Auswertung anhand von Ct-Werten machte die
generell groRe Ahnlichkeit zwischen den untersuchten Kultursystemen deutlich. Die
detaillierte Auswertung der Genexpressionen zeigte sowohl flr Pluripotenz-assoziierte als
auch Differenzierungs-assoziierte Gene Unterschiede auf. Vor allem Marker der
endodermalen und mesodermalen Entwicklungsrichtung waren in den Suspensionskulturen
schwacher exprimiert, gleichzeitig konnte aber keine auffallige Erhdhung ectodermaler
Marker beobachtet werden. Unterschiede z.B. im Bezug auf Genexpression die mit der
Ausbildung des Cytoskeletts oder Adhasionsmolekilen zusammenhangen, die beim
Ubergang von adharenten zu Suspensionskulturen zu erwarten wéren, lieBen sich mit den in
die hier verwendeten StellArrays nicht untersuchen. Zukiinftige Experimente mit Analyse
relevanter Oberflachenproteine und ihrer Glykosylierungen unter den verschiedenen
Kulturbedingungen kdnnten hier weitergehende Aussagen erlauben. Vollstandige Vergleiche
der Genexpressionsmuster in unterschiedlichen Kultursystemen wirden jedoch nur

Genomweite Microarrays zulassen.

Mit Hilfe der verschiedenen angewendeten quantitativen Methoden konnte die Ahnlichkeit

der Kultursysteme in Bezug auf Erhalt der Pluripotenz unterstrichen werden.
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4.2.2.3. Das in vitro Differenzierungspotential als Beurteilungskriterium

Durch die hier durchgefuhrten in vitro Differenzierungsversuche konnte neben den in vivo
Differenzierungen die Fahigkeit der Zellen zur Bildung verschiedener Zelltypen
nachgewiesen werden. Neben dem generellen Nachweis ist es fur eventuelle spatere
therapeutische Anwendungen unerlasslich, spezifische Zelltypen aus den undifferenzierten
Zellen generieren zu kénnen. Verschiedene Gruppen konnten bereits in 2001 die
Differenzierung humaner ES Zellen hinzu neuronalen Zelltypen [24-26], Insulin
produzierenden Zellen [27] und Kardiomyozyten [29] zeigen. Ebenso konnte fiir die
generierten hiPS die Differenzierung in verschiedene Zelltypen, wie z.B. Hepatozyten [43],

neuronale Zelltypen [136] und Kardiomyozyten [44, 95] erreicht werden.

Die in vitro Differenzierung der in Suspensionskulturen expandierten Zellen in Derivate der
drei Keimblatter konnte durch die aus PCR und Immunzytologie erhaltenen Daten eindeutig
gezeigt werden. Da die kardiale Differenzierung pluripotenter Stammzellen einen
Schwerpunkt der Arbeitsgruppe darstellt [22, 137] und notwendige Methoden in der
Arbeitsgruppe etabliert waren, wurde die kardiale Differenzierung naher untersucht. Das
Entstehen von spontan kontrahierenden Arealen, welche mit Kardiomyozyten spezifischen
Markern (NKX 2.5 und kardialem Troponin T) anfarbar waren, zeigte zunachst, dass hiPS
aus Suspensionskultur generell kardial differenzieren kdnnen. .Aus unserer Sicht reicht der
Nachweis, dass die in Suspensionskultur generierten Zellen zu Derivaten aller Keimblatter
differenzieren konnen, jedoch nicht aus, um die Funktionalitdt der neuen Kulturmethode zu
belegen. Aus diesem Grund wurden zusatzlich quantitative Differenzierungsassays im
Vergleich zu Zellen aus Feederzell-basierter Kultur durchgeflihrt. Das Potential zur
Generierung kardialer Zelltypen aus Zellen der verschiedenen Expansionssysteme soltle
quantitativ verglichen werden. Hierzu wurden Differenzierungskulturen mittels gPCR und
quantitativen Analysen auf Einzelzellebene untersucht. Ein Vergleich der Anteile an Troponin
T positiven Zellen fuhrte zu sehr ahnlichen Ergebnissen, wahrend die qPCR Daten eine
hohere aMHC Expression in den Differenzierungskulturen zeigten, die aus Feederzell-
basierten Expansionskulturen hervorgegangen waren. Da keine Aussage zum Reifegrad der
entstandenen kardialen Zelltypen gemacht werden kann, kénnte dieser Unterschied durch
unterschiedlich starke aMHC Expression pro Zelle zurlickzufihren sein und muss nicht
zwangslaufig fir eine effizientere Differenzierung stehen. Daruber hinaus konnte bereits
durch die vergleichenden Expressionsanalysen der Zellen aus beiden Kultursystemen
gezeigt werden, dass in den Feederzell-basierten Kulturen mesendodermale Markergene
hoher exprimiert waren als in den Suspensions-basierten Kulturen. Das Vorhandensein
mesendodermaler Vorlauferzellen in den Kulturen wirde wiederum die Differenzierung in

diese Zelltypen begunstigen.
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In bereits beschriebenen Protokollen zur kardialen Differenzierung von humanen
pluripotenten Stammzellen konnte gezeigt werde, dass die erhaltenen kontrahierenden
Areale oft weniger als 1 % Kardiomyozyten enthalten [58]. Der Anteil an Troponin T positiven
Zellen in den hier durchgefihrten Experimenten von ~ 2 % liegt in einem ahnlichen Bereich
Erst durch Optimierungen konnten Anteile von bis zu 25 % kardialen Zelltypen erreicht
werden [57, 58]. Da es in erster Linie darum ging, das Differenzierungspotential der
verwendeten Zelltypen vergleichend zu untersuchen, wurden an dieser Stelle keine
Experimente zur Steigerung der Effizienz durchgefihrt. Fir weitere Anwendungen von
kardialen Zelltypen aus diesem System waren Optimierungen der Differenzierungseffizienz
und Aufreinigungsstrategien zwingend notwendig. Die Mdglichkeit, die in Suspension
expandierten Zellaggregaten direkt in Differenzierungsbedingungen zu Uberfiihren, bietet
sich im Weiteren an, um kombinierte Prozesse aus Expansion und anschlieRender
Differenzierung zu erarbeiten. Wie Schroder et al. [61] fur die Expansion von mESC und
anschlielRender Differenzierung und Selektion von Kardiomyozyten zeigen konnten, eignen

sich diese Strategien fir die Bereitstellung relevanter Zelltypen aus kontrollierten Prozessen.

4224. Die Genetische Stabilitat

Eine notwendige Voraussetzung flir therapeutische aber auch forschungsbezogene

Anwendungen der pluripotenten Zellen und ihrer Derivate ist der Erhalt der genetischen
Stabilitat. hESC Linien gelten, nach erfolgreicher Etablierung als chromosomal stabil [138].
Mit zunehmender Kulturdauer und in Abhangigkeit der Kulturbedingungen steigt jedoch die
Wabhrscheinlichkeit von genetischen Veranderungen an. Abnormale Chromosomenmuster
konnten sowohl in Langzeitkulturen pluripotenter Zellen [139, 140] als auch nach
Veranderung der Kulturbedingungen nachgewiesen werden [124, 141, 142]. Fiur Zellen aus
den hier durchgeflhrten Suspensionskulturen konnte auch nach 20 Passagen noch ein
normaler Karyotyp nachgewiesen werden. Die Ergebnisse belegen, dass pluripotente
Stammzellen in Suspensionskultur keine hohere Neigung zu chromosomalen Abnormalitaten
zeigen, als in Feederzell-basierten Kulturen. Die Untersuchungen wurden anhand von G-
Banden Karyogrammen durchgefuhrt. Lefort et al. stellten allerdings [143] den Nachweis der
genetischen Stabilitdt allein anhand von klassischen Methoden wie z.B. G-Banden
Karyogrammen in Frage. Diese Methoden erreichen eine Aufldsung von 5 — 10 Megabasen
wahrend sensitivere aber auch mit hdherem Aufwand verbundene Methoden wie Single
Nucleotide Polymorphismus Arrays (SNP) Aufldsungen von unter 100 Kilobasen erlauben.
Um klinische Anwendungen der generierten Zellen zu ermdglichen, sind umfangreiche
Analysen der genetischen Stabilitat, die Uber die standardmaRig verwendeten Methoden

hinausgehen, in Zukunft noétig.
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5. AUSBLICK

Die von Takahashi et al [19] in 2006 in ihrem bahnbrechenden Cell-Paper vorgestellte
Reprogrammierung somatischer Zellen zu so genannten induzierten pluripotenten
Stammzellen wird unterdessen als entscheidender Meilenstein der Stammzellforschung
angesehen. Erstmals ist nun mit den humanen iPS ein ethisch unbedenklicher und in
autologer Form herstellbarer Zelltyp verflgbar, welcher sich in alle erdenklichen Zelltypen
differenzieren und potentiell unbegrenzt vermehren lasst. Die derzeitige rasante Entwicklung
des Forschungsfeldes lasst vermuten, dass bisherige Hirden und Risiken fir die
Verwendung solcher Zellen in Klinik und Pharmascreening bald Gberwunden sein kdnnten.
So wird derzeit mit Hochdruck daran gearbeitet, das Risiko der Teratombildung nach
Transplantation zu minimieren, die bisher meist ineffiziente und wenig spezifische
Differenzierung zu verbessern und Onkogene und inserierende virale Vektoren fir die

Reprogrammierung zu ersetzen.

Einer der kritischen Punkte fir die klinische Verwendung von patienteneigenen Zellen,
insbesondere wenn aus alteren Patienten isoliert, ist sicher die Gefahr, dass im Genom
wahrend des Lebens angehdufte Mutationen zu Funktionverlust und maligner
Transformation in iPS-Zellen und deren Derivaten flhren. Hier bietet die Verwendung von
juvenilen Zellquellen wie Nabelschnurblut fir die Herstellung von iPS eine Lésung an.
Nachdem wir erst kirzlich zeigen konnten, dass sich aus Nabelschnurblut humane iPS
generieren lassen, und diese z.B. in funktionelle Herzmuskelzellen differenziert werden
kénnen, missen nun sicher Folgestudien durchgeflihrt werden, um z.B. deren genetische

Stabilitat wahrend der Expansion zu belegen und Differenzierungsprotokolle zu optimieren.

Eine weiterere Hirde fur die klinische Anwendung solcher Zellen stellten bisher die
traditionell verwendeten Kultursysteme dar. Unter den Ublichen adharenten (und meist
.Feeder‘-abhangigen) schlecht definierten Bedingungen war die Herstellung der bendtigten
riesigen Zellmengen in klinischer Qualitat bisher nicht méglich. Durch die Entwicklung der
innerhalb dieser Dissertation entwickelten Kulturbedingungen, welche nun erstmals die
Expansion humaner pluripotenter Zellen in einem Suspensions-basierten System unter
definierten Bedingungen erlauben, ist der erste Schritt hin zur ,Large Scale“ Produktion unter

kontrollierten Prozessbedingungen gelungen.

Far die nun geplanten Prozessoptimierungen steht untderdessen ein
Parallelbioreaktorsystem zur Verfigung (DASGIP AG, Jilich, Deutschland) in dem 4
Kulturgefalte mit einem Arbeitsvolumen von 50 — 250 mL unter kontrollierten und geregelten
Bedingungen betrieben werden koénnen. Die Mdglichkeit zur Regelung verschiedener

Parameter wie z.B. Sauerstoffzufuhr, Durchmischungsgeschwindigkeit oder des pH Wertes
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erlaubt es dabei, die Kulturen - im Gegensatz zu statischen 6 Well-Kulturen - permanent
unter optimalen physiochemischen Bedingungen zu halten. Die kontrollierbaren geregelten
Prozessbedingungen sollen in Zukunft nicht nur die Massenherstellung von iPS-Derivaten
unter GMP-Bedingungen erlauben, sondern sollten durch die héherer Reproduzierbarkeit im
Vergleich zu traditionellen Kulturen eine deutlich vereinfachte Untersuchung molekularer
Grundlagen der Stammzellkultur erlauben, welche im Hinblick auf weitere Optimierungen von

héchster Bedeutung sind.

So sollen basierend auf den erwarteten vertieften mechanistischen Einblicken
Veranderungen der Mediumzusammensetzungen, Zelldichten oder Futterungsstrategien fur
die Entwicklung optimierter Prozessbedingungen getestet werden. Da das eingesetzte
Medium mTeSR1 ein erheblicher Kostenfaktor fur die Prozesse ist, ist die Entwicklung
alternativer Medien von bereits in Planung. Niedermolekulare Zusatze als Ersatz
rekombinanter Faktoren wie bFGF oder TGFR, deren Bereitstellung in geeigneter Qualitat

sehr kostenaufwendig sein kann, kdnnten die Medienkosten senken.

Da durch Konstant halten physikalischer Gro3en wie Gefal® — und Ruhrergeometrie der im
DASGIP System verwendete Reaktortyp eine lineare Skalierung vom Labormalistab zu
grélleren Prozessvolumina erlaubt, sollten die in den 50 — 250 ml Kulturen erreichten

Optimierungen auf gréRere Volumina Ubertragbar sein.

AnschlieBend an die Optimierung der Suspensionsprozesse zur Expansion sollen die
generierten Zellen unter definierten Bedingungen zu relevanten Zelltypen, hier vor allem
kardiovaskulare Vorldufer, Kardiomyozyten, Endothelzellen und Lungenepithelzellen
differenziert werden. Definierte Bedingungen wie sie etwa von Xu et al. fur die
Differenzierung von Kardiomyozyten unter serumfreien Bedingungen gezeigt werden konnte,

sollen auf die in Suspension expandierten Zellen Ubertragen werden.

Die Erhéhung der Zelldichten koénnte eine bessere Zellausbeute je eingesetzter
Medieneinheit zulassen und somit zur Senkung der Gesamtprozesskosten beitragen. Eine
kontinuierliche Prozessfihrung, wie sie von Niebruegge et al. vorgestellt wurde, lasst eine
Erhéhung der Zellausbeute bei gleichzeitiger Verringerung des Mediumverbrauchs zu. Es ist
zu erwarten, dass die Erhéhung der Zelldichte im Prozess die Bildung und Grofe der
Zellaggregate beeinflusst. Um entstehende Aggregate in GroRenbereichen zu halten, die das
Einsetzen von Differenzierungsprozessen hemmen, und die gleichmaRige Durchmischung
der Suspension mit zunehmender AggregatgréRe im Verlauf des Prozesses zu
gewabhrleisten ist die, wie auch von Schroder et al. gezeigte Veranderung des Rihrerdesigns

ein moéglicher Optimierungspunkt [61].
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Fur die Beurteilung der kombinierten Suspensionsprozesse sollen weitere transgene hiPS
Linien verwendete werden. Die mehrfach transgenen Linien sollen dabei sowohl ein
Reporterkonstrukt zur Beurteilung des Pluripotenzstatus, (wie das hier verwendete
OCT4eGFP Konstrukt) als auch Reportergene unter zelltypspezifischen Promotoren wie
etwa aMHC oder MLC2v flr Kardiomyozyten spezifische Expression, tragen. Die Trennung
von terminal differenzierten oder Progenitor-Zellen, die fir Zelltherapien eingesetzt werden
sollen, von verbleibenden undifferenzierten Zellpopulationen ist zur Vermeidung der
Teratombildung nach Transplantation unbedingt notwendig [54]. Die Ausstattung der
verwendeten Reaktorsysteme mit Fluoreszenzsonden wirde mit Hilfe einer Zelltyp-
spezifischen Expression verschiedener Fluoreszensproteine ein On-line Monitoring der
Prozesse erlauben. Die Expression eines Antibiotikaresistenzgens unter der Kontrolle
zelltypspezifischen Promotoren erlaubt wie von Klug et al. [144] bereits in 1996 fir
Kardiomyozytendifferenzierungen aus mMESC gezeigt, eine Aufreinigung der erhalten
Kardiomyozytenpopulation aus den Differenzierungskulturen und wirde somit das Entfernen

unerwlnschter Zellpopulationen ermoglichen.

Ein auf diese Weise optimierter Prozess, der die Expansion und im Weiteren die
Bereitstellung relevanter Zellpopulationen in der bendtigten Reinheit ermdglicht, wirde
erstmals nicht nur die die Voraussetzungen flir eine industrielle Zellproduktion fir die
Anwendung in pharmakologischen Testsystemen schaffen, sondern kénnte mittel- bis

langfristig auch zum klinischen Einsatz iPS-abgeleiteter Stammzellderivate fiihren.
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FGF4 Fibroblast growth factor 4
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NODAL Nodal homolog (mouse)
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8. ANHANG

Synthesis of Rho-Kinase inhibitor Y-27632 (1)
(A.Kirschning, J. Palecek, Institut fir Organische Chemie, Leibniz Universitat Hannover)

Y-27632" is highly potent, cell-permeable, selective ROCK (Rho-associated coiled coil

forming protein serine/threonine kinase) inhibitor. K; = 140 nM for p1607°°K,

Previous syntheses of 1 (Figure 1) and its analogues have originated from an inexpensive
1,4-cyclohexyldimethanol™, trans-1,4-cyclohexanedicarboxylic acid™ or a-alkylbenzylamines

as chiral educts'®®.

NN 0

| )J\%\A/CH3
7 N

H NH; * 2HCI
1

Figure 1 Rho-Kinase inhibitor Y-27632 (1)

Our synthesis of 1 started from the commercially available (R)-1-phenylethylamine (2)
(Scheme 1) which was in the three-step sequences via N-acylation'®?, Friedel-Crafts

1¢,3

acylation'®® and Haloform reaction'®? transformed to the carboxylic acid 3.

The crucial hydrogenation step (H., 5% Ru/C, 26% aqueous ammonia)'® was carried out in
an autoclave under different conditions. During more then twenties hydrogenation
experiments, we observed that only a single cyclohexane isomer 4 or 5 was formed. Lower
initial pressure, temperature and short reaction time (50 bar/90 °C/6 h, then 120 °C/6 h) led
to the acetamidoethyl acid 4 nevertheless the starting benzoic acid 3 (ca 10 %) was
observed in the NMR spectrum. When the hydrogenation was carried out at higher pressure
70 bar and temperature 150 °C for 1-3 days, the mixture of two isomers, the N-acetylated
acid 4 and the deacetylated acid 5, in different ratios was isolated. The resulting mixtures 4
and 5 were afterwards heated in an autoclave with 26% aqueous ammonia at 160 °C for 3
days and were fully converted to the aminoethyl acid 5. The longer reaction time (>3 days)
under same hydrogenation conditions afforded directly the acid 5. In all cases the acids 4 or
5 were originated as a single frans-isomer. The cis/trans cyclohexane-mixtures were not

isolated as well as the before-published results®.
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HiC NH, HiC NHAc

1. Ac,0, CHCls,
0°C,95% B) 70 bar, 90 °C, 3h,

2. CH3COCI, AICl4 Hy, 5% Ru/C, 26% aq. NH3 then 150 °C, 1-3d,
DCE,90% 69-80 9% (different mixtures

——> of 4trans and 5trans)

3.12% NaClO, A) 50 bar, 90 °C, 6h, C) 70 bar, 9% °C, 3h,

NaOH, MeOH, then 120 °C, 6h, then 150 °C, >3d,
2 3hat 60 °C, 91 % 3 78 % (4trans) 70 % (5trans)
0] OH

R = Ac, 4trans
26% aq. NH3,

H. 5trans 160 °C, 3d, 99 % H. 5cis

tBuOK, EtOH,
reflux, 3d
(checked by NMR)

1.25 N HCI*MeOH,
reflux, 2h, 80 %

tBUOK, EtOH, CHg
reflux, 3d
Strans Meoocm
(checked by NMR) NH

6trans

Scheme 1 Synthesis of (R)-4-(1-aminoethyl)cyclohexanecarboxylic acid (5trans) and isomerisation

attempts

The desired trans-conformation on a cyclohexane ring 4,5 was determined with two
isomerization attempts, 'H-NMR analysis of the analytical pure sample 5 and later also
comparison of NMR data the synthesized Y-27632 (1) with commercial available compound
1 (Figure 3).

Firstly, we attempted two isomerization experiments'®*® (

Scheme 1) on the acid 5 and the
methyl ester 6 which was easily prepared by esterification using methanolic HCI (1.25 N
solution). The compound 5 or 6 were refluxed with tBuOK in ethanol for 3 days without the
conformation changes on the cyclohexane ring (checked by NMR), only the ester 6
hydrolysed to the acid 5. These results indicate that the thermodynamically more stable

trans-conformation of the acid 5 (4) was already formed during the hydrogenation step.

Next, the recrystallization of the cyclohexanecarboxylic acid hydrochloride 5trans*HCI from
the mixture ethanol-acetonitrile gave an analytical pure sample and the assignment of the
axial-proton coupling constants (3J,. ca 12-13 Hz) at the positions H-1 and H-4 in "H-NMR

(Figure 2) confirmed trans-conformation.
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Turegred

2.2
fppm)

Figure 2 'H-NMR spectra of trans-(R)-4-(1-aminoethyl)cyclohexanecarboxylic acid hydrochloride
(5trans*HCI)

Then, the synthesis of Y-27632 (1) followed by N-Boc protection® and the amidation of the
acid 5 with 4-aminopyridine under the Mukayama’s (2-chloro-1-methyl pyridinium iodide,
Et;N, DCM)” (97%) or TBTU/DIPEA™ (85%) conditions. The Boc-protected group on 8 was
cleaved with 1N HCI solution in diethyl ether to afford the target 1 (Scheme 2).

Boc,0, NaOH,

H,0, THF, 89% HOOCmCHz
Strans -

7 NHBoc

4-aminopyridine,
a) Mukayama's condditions,
DCM, r.t., 2d, 97%

or
b) TBTU, DIPEA, DCM,
r.t., overnight, 85%

INHCPFELD N7 X 0
DCM, r.t., 2d | CHs
1 -~
95% 7 N
H 8

NHBoc

Scheme 2 Synthesis of Rho-Kinase inhibitor Y-27632 (1)
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The spectroscopic data (*H-, >*C-NMR, MS) as well as the optical rotation of the Rho-Kinase
inhibitor Y-27632 (1) ([a]o® -11.5 (c 0.5, MeOH) were in full agreement with the commercial
available compound (Figure 3). Surprisingly, this optical rotation is not in the agreement with
the published data: Ref. ™ [a]p +4.3 (¢ 1, MeOH) and Ref. " [a]p +4.6 (c 1, MeOH). Other

analytical data were not published up to now.

a)
B .
| {{ I\ | | Iy
JL [i _._UJL/ _ l |
...... G ERER: | [
b)
Y 34

| N\ J

L i

...............

Figure 3 'H- and "C-NMR spectra of Rho-Kinase inhibitor (1): a) synthesized compound; b)

commercial available compound
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Experimental part:
(R)-N-(1-phenylethyl)acetamide

Acetic anhydride (33.7 g, 330 mmol, 2 equiv) was dropwise added to a solution of (R)-1-
phenylethylamine (2) (20 g, 165 mmol, 1 equiv) in chloroform (150 mL) at 0 °C. After
completion of the reaction (checked by TLC, ethyl acetate-methanol, 9:1), ice water (150 mL)
was added and the mixture was extracted with chloroform (3x150 mL). The extract was
washed with 1N aqueous solution of NaOH (100 mL), dried over MgSOQ,, filtered,
concentrated and dried overnight under vacuum to afford the acetamide (R)-N-(1-

phenylethyl)acetamide (25.6 g, 95 %) as white crystals.

"H-NMR (CDCls, 400 MHz): & 1.50 (d, 3H, Juy = 6.9 Hz, CHs), 2.01 (s, 3H, CH;CONH), 5.21
(quint, 1H, 3Ju = 6.9 Hz, CH), 5.83 (bs, 1H, NH), 7.31-7.39 (m, 5H, 5 x Ar-H).

BC-NMR (CDCls, 100 MHz): & 21.7 (CHs), 23.5 (CH3), 48.8 (CH), 126.2 (Ar-CH), 127.4 (Ar-
CH), 128.7 (Ar-CH), 143.1 (Ar-C), 169.0 (C=0).

The spectroscopic data of the (R)-N-(1-phenylethyl)acetamide were in full agreement with

the literature'®?.

(R)-N-(1-(4-acetylphenyl)ethyl)acetamide

Aluminium chloride (44 g, 331.3 mmol, 2 equiv) was portionwise added to a solution of (R)-N-
(1-phenylethyl)acetamide (27 g, 165.6 mmol, 1 equiv) in 1,2-dichloroethane (150 mL) at r.t.
Then, acetyl chloride (15.6 g, 198.7 mmol, 1.2 equiv) was dropwise added, the mixture was
stirred at the same temperature for 1 h and subsequently at 60 °C for 3 h. After completion of
the reaction (checked by TLC, ethyl acetate), the mixture was poured on the ice and
extracted with dichloromethane (3 x 150 mL). The extract was washed with water (100 mL)
dried over MgSOQy,, filtered, concentrated and the residue obtained was crystallized from the
mixture  of isopropyl ether-ethanol (ca 9:1) to afford the (R)-N-(1-(4-
acetylphenyl)ethyl)acetamide (30.6 g, 90 %) as orange crystals.

"H-NMR (CDCls, 400 MHz): & 1.49 (d, 3H, *Ju = 7.0 Hz, CH3), 1.99 (s, 3H, CH;CONH), 2.56
(s, 3H, CH5CO), 5.14 (quint, 1H, 34 = 7.0 Hz, CH), 5.90 (bs, 1H, NH), 7.41 (d, 2H, 3Ju = 8.3
Hz, 2 x Ar-H), 7.92 (d, 2H, ®Juy = 8.3 Hz, 2 x Ar-H).

3C-NMR (CDCls, 100 MHz): & 21.8 (CHy), 23.3 (CHs), 26.6 (CHs), 48.6 (CH), 126.3 (Ar-CH),
128.5 (Ar-CH), 136.1 (Ar-C), 148.7 (Ar-C), 169.2 (C=0), 197.7 (C=0).
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The spectroscopic data of the (R)-N-(1-acetylphenylethyl)acetamide were in full agreement
with the literature®.

(R)-4-(1-acetamidoethyl)benzoic acid (3)

Sodium hypochlorite (12% solution, 130 mL) was dropwise added to a mixture of (R)-N-(1-(4-
acetylphenyl)ethyl)acetamide (10 g, 48.7 mmol, 1 equiv), and sodium hydroxide (2.2 g, 52.9
mmol, 1.1 equiv) in methanol (100 mL) at r.t.. The mixture was heated to 60 °C for 1 h. After
completion of the reaction (checked by TLC, ethyl acetate-methanol, 9:1), the solvent was
removed and the residue obtained was poured into ice water (200 mL). Then, conc.
hydrochloride acid was added to make a precipitate of crystals, which were filtered off and a
layer of acidic water was extracted with ethyl acetate (3 x 100 mL). The organic layer was
evaporated, dried overnight under vacuum and resulted crystals were added to a precipitate
of crystals obtained before. The collected vyellow crystals afforded the (R)-4-(1-
acetamidoethyl)benzoic acid (3) (9.18 g, 91 %).

"H-NMR (MeOH-d,, 400 MHz): & 1.49 (d, 3H, 3Juy = 7.1 Hz, CHj), 2.01 (s, 3H, CH;CONH),
5.06 (q, 1H, *Jun = 7.1 Hz, CH), 7.49 (d, 2H, *Jun = 8.2 Hz, 2 x Ar-H), 8.01 (d, 2H, *Jiy = 8.2

Hz, 2 x Ar-H), Signal NH was not observed in the spectrum.

BC-NMR (MeOH-d,, 100 MHz): & 23.1 (CH3), 23.4 (CHs), 50.9 (CH), 127.9 (Ar-CH), 131.4
(Ar-C), 131.5 (Ar-CH), 151.5 (Ar-C), 170.5 (C=0), 173.3 (C=0).

The spectroscopic data of the (R)-4-(1-acetamidoethyl)benzoic acid (3) were in full

agreement with the literature'®.
Hydrogenation — general procedure

A solution of benzoic acid 3 and 5% ruthenium carbon in 26% aqueous ammonia was stirred
in an autoclave. The catalyst was filtered off through a short pad of Celite. The filter pad
was washed with water and the filtrate was concentrated and dried overnight under
vacuum to afford the acids 4trans (Method A), mixture of 4trans/5trans (Method B) or
Strans (Method C).
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Method A: trans-(R)-4-(1-acetamidoethyl)cyclohexanecarboxylic acid (4trans)

Benzoic acid 3 (1 g, 4.83 mmol) and 5% ruthenium carbon (0.7 g) in 26% aqueous ammonia
(5 mL) were reacted according to the general procedure at initial hydrogen pressure of 50
bar and at 90 °C for 6 h and then at 120 °C for 6 h and yielded the acid 4trans (0.80 g, 78

%). The starting benzoic acid 3 (ca 10%) was observed in the NMR spectrum.
Method B: mixture of 4trans/5trans

Benzoic acid 3 (5 g, 24.1 mmol) and 5% ruthenium carbon (5 g) in 26% aqueous ammonia
(25 mL) were reacted according to the general procedure at initial hydrogen pressure of 70
bar and at 90 °C for 3 h and then at 150 °C for 1-3 d and yielded the mixture of
4trans/5trans in the different ratios (3-3.9 g, calc. ca 69-80 %).

Method C: trans-(R)-4-(1-aminoethyl)cyclohexanecarboxylic acid (5trans)

Benzoic acid 3 (5 g, 24.1 mmol) and 5% ruthenium carbon (5 g) in 26% aqueous ammonia
(25 mL) were reacted according to the general procedure at initial hydrogen pressure of 70
bar and at 90 °C for 3 h and then at 150 °C for >3 d and yielded the acid 5trans (2.89 g, 70
%).

Transformation of the mixture 4trans/5trans to 5trans

A solution of the mixture 4trans/5trans (4 g) in 26% aqueous ammonia (40 mL) was stirred
in an autoclave at 160 °C for 3 d. Then, the solvent was evaporated and the product was

dried overnight under vacuum to afford the acid 5trans (3.7 g, calc. ca 99%).

Transformation of 5trans to the cyclohexanecarboxylic acid hydrochloride
(5trans*HCI)

The concentrated HCI (0.5 mL) was slowly added to a solution of the acid 5trans (0.3 g) in
water (2 mL). The mixture was stirred overnight, the solvent was evaporated and the
resulting solid dried overnight under vacuum and then recrystallized from a mixture of

ethanol-acetonitrile to afford the analytical pure sample of acid Strans*HCI (0.28 g).
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trans-(R)-4-(1-acetamidoethyl)cyclohexanecarboxylic acid (4trans)

"H-NMR (MeOH-d,/DMSO-ds, 400 MHz): 5 1.05 (d, 3H, %Juy = 6.8 Hz, CHs), 1.17-1.68 (m,
7H), 1.92 (s, 3H, CH3CO), 2.05 (m, 2H), 2.52 (m, 1H, H-1), 3.81 (quint, 1H, 3y = 6.8 Hz,
CHCH;).

BC-NMR (MeOH-d,/DMSO-ds, 100 MHz): & 16.9 (CHs), 21.4 (CH;CO), 25.5 (CH,), 25.6
(CH,), 26.1 (CH,), 26.3 (CH,), 39.5 (CH-4), 41.7 (CH-1), 47.8 (CHCH;), 170.8 (CH;CO),
177.2 (C=0).

MS (-ESI): m/z (%) = 212.1570 (100) [M-H]".

MS (+ESI): m/z (%) = 277.1996 (80) [M+ CH3;CN + Na]*, 213.1982 (100) [M]"; mixture of

acetonitrile/H,O was used as a solvent.

HR-MS: 277.1529 (277.1528 calc. for CyHgN:O3 + CH3CN + Na'); mixture of

acetonitrile/H,O was used as a solvent.

trans-(R)-4-(1-aminoethyl)cyclohexanecarboxylic acid (5trans)

Mp 255 °C [Lit.** mp >290 °C]

"H-NMR (D,0, 400 MHz): & 1.16 (m, H-3a and H-5a), 1.18 (d, 3H, *Juy = 6.7 Hz, CH,), 1.37
(m, 1H, H-4), 1.45 (dq, 2H, Juy = 3.4 Hz, 2Jun = 3Jun = 13 Hz, H-2a or H-6a), 1.46 (dq, 2H,
*Jun = 3.4 Hz, 2Jpn = *Jun = 13 Hz, H-6a or H-2a), 2.01 (m, 2H, H-3e and H-5e), 2.05 (m, 2H,
H-2e and H-6e), 2.18 (tt, 1H, *Juy = 3.5 Hz, 3Jun = 12.3 Hz, H-1), 2.88 (quint, 1H, 3Juy = 6.4
Hz, CHCHj3). Signals NH, and COOH were not observed in the spectrum.

BC-NMR (D,0, 100 MHz): & 18.9 (CHs), 28.1 (CHy), 28.3 (CH,), 30.2 (2xCH,), 43.7 (CH-4),
47.6 (CH-1), 51.4 (CHCH;), 186.8 (C=0).

MS (+ESI): m/z (%) = 172.1392 (100) [M+H]".
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trans-(R)-4-(1-aminoethyl)cyclohexanecarboxylic acid hydrochloride (5trans*HCI)
Mp 254 °C [Lit.** mp >290 °C]

"H-NMR (D0, 400 MHz): 5 1.16 (dq, 2H, *Jun = 3.1 Hz, 2Juy = Jun = 13 Hz, H-3a and H-5a),
1.26 (d, 3H, *Juy = 6.8 Hz, CH3), 1.42 (dq, 1H, Jun = 3.1 Hz, 2Jun = 3Jpn = 13 Hz, H-2a or H-
6a), 1.43 (dqg, 1H, *Jun = 3.1 Hz, 2Upy = 3Jun = 13 Hz, H-6a or H-2a), 1.59 (dtt, 1H, 3Jyy = 3.1
Hz, *Jpn = 6.5 Hz, *Juy = 12.6 Hz, H-4), 1.83 (m, 2H, H-3e and H-5e), 2.05 (m, 2H, H-2e and
H-6e), 2.35 (tt, 1H, *Juy = 3.4 Hz, %Juy = 12.3 Hz, H-1), 3.22 (quint, 1H, 3Juy = 6.5 Hz,
CHCHa). Signals NH, and COOH were not observed in the spectrum.

BC-NMR (D,0, 100 MHz): & 14.9 (CH3), 26.1 (CH,), 27.2 (CH,), 27.8 (CH,), 27.9 (CH,), 39.9
(CH-4), 42.5 (CH-1), 51.9 (CHCHSs), 181.0 (C=0).

MS (+ESI): m/z (%) = 172.1407 (100) [M+H]".

HR-MS: 172.1334 (172.1338 calc. for CgH17N1O; + HY).

trans-(R)-4-(1-aminoethyl)cyclohexanecarboxylic acid methyl ester (6trans)

Methanolic HCI (1.25 N solution, 9.3 mL, 11.7 mmol, 2 equiv) was added to
cyclohexanecarboxylic acid 5trans (1 g, 5.84 mmol, 1 equiv) in dry methanol (20 mL) under
an argon atmosphere. The mixture was refluxed for 2h then the solvent was removed under
vacuum, chloroform (30 mL) and water (30 mL) were added. After addition of solid potassium
carbonate (1 g), the mixture was extracted with chloroform (3 x 30 mL). The combined
organic layers were dried over MgSQ,, filtered, concentrated under reduced pressure to

afford methyl ester 6trans (0.86 g, 80 %) as an oil.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 5 1.00 (m, 2H, H-3a and H-5a), 1.01 (d, 3H, 3Ji = 6.5 Hz, CH3),
1.12 (m, 1H, H-4), 1.39 (dq, 1H, *Jun = 3.1 Hz, 2Jun = 3Jun = 13 Hz, H-2a or H-6a), 1.40 (dq,
1H, 3Jun = 3.1 Hz, Ui = 3Jun = 13 Hz, H-6a or H-2a), 1.50 (bs, 2H, NH,), 1.81 (m, 2H, H-3e
and H-5e), 1.99 (m, 2H, H-2e and H-6e), 2.19 (tt, 1H, %Juy = 3.4 Hz, 3Juy = 12.3 Hz, H-1),
2.65 (quint, 1H, Juy = 6.5 Hz, CHCH3), 3.62 (s, 3H, COOCH,).

BC-NMR (CDCls, 100 MHz): & 20.9 (CHj), 27.8 (CH,), 27.9 (CH,), 28.8 (CH,), 27.9 (CH.),
43.2 (CH-4), 44.4 (CH-1), 51.2 (COOCH3), 51.4 (CHCH;), 176.4 (C=0).
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Isomerization attempt with the acid 5trans

Potassium tert-butoxide (0.1 g, 0.88 mmol, 3 equiv) was added to a solution of
cyclohexanecarboxylic acid 5trans (0.05 g, 0.29 mmol, 1 equiv) in ethanol (2 mL) and the
mixture was refluxed for 2 d. Then the mixture was concentrated and the residue dried

overnight under vacuum to afford the acid 5trans (checked by 'H- and "*C-NMR).

Isomerization attempt with the ester 6trans

Potassium tert-butoxide (0.09 g, 0.81 mmol, 3 equiv) was added to a solution of methyl ester
6trans (0.05 g, 0.27 mmol, 1 equiv) in ethanol (2 mL) and the mixture was refluxed for 2 d.
Then the mixture was concentrated and the residue dried overnight under vacuum to afford
the acid 5trans (checked by 'H- and "*C-NMR).

trans-(R)-4-(1-(tert-butoxycarbonylamino)ethyl)cyclohexanecarboxylic acid (7)

Cyclohexanecarboxylic acid 5trans (1 g, 5.84 mmol, 1 equiv) was dissolved in a mixture of
water (30 mL) and THF (30 mL) at 0 °C. Then, sodium hydroxide (0.47 g, 11.7 mmol, 2
equiv) was added. After stirring for 30 min, tert-butyl dicarbonate (1.53 g, 7.01 mmol, 1.2
equiv) was added, the mixture was warmed to r.t and stirred for 2 d (checked by TLC, ethyl
acetate-petroleum ether, 1:1). THF was removed under vacuum, the aqueous layer was
acidified with HCI (1 N) to pH 4 and extracted with ethyl acetate (3 x 30 mL). The combined
organic layers were dried over MgSQ,, filtered, concentrated under reduced pressure. The
crude product 7 was purified by flash column chromatography (SiO,, ethyl acetate-petroleum
ether, 1:1) to afford the Boc-acid 7 (1.4 g, 89 %) as white crystals.

'H-NMR (MeOH-d,, 400 MHz): & 1.08 (m, 2H, H-3a and H-5a), 1.10 (d, 3H, ®Jyy = 6.8 Hz,
CHj3), 1.32 (m, 3H, H-2a, H-4 and H-6a), 1.47 (s, 9H, C(CHj3)3), 1.88 (m, 2H, H-3e and H-5¢),
2.05 (m, 2H, H-2e and H-6e), 2.22 (tt, 1H, *Juy = 3.4 Hz, *Ju = 12 Hz, H-1), 3.40 (quint, 1H,
3Jun = 6.8 Hz, CHCHj3). Signals NH and COOH were not observed in the spectrum.

BC-NMR (CDCl3, 100 MHz): & 18.3 (CHy), 28.4 ((CHa)s), 27.7 (CH,), 28.0 (CH,), 28.5 (2 x
CH,), 42.7 (CH-4), 43.0 (CH-1), 50.4 (CHCHs), 79.1 (C-(CHa)s), 155.5 (NHC=0), 181.6
(C=0).

MS (-ESI): m/z (%) = 270.1447 (100) [M-H]".

HR-MS: 270.1705 (271.1705 calc. for C14H25N1O4 - HY).
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trans-tert-butyl (R)-1-((1-(1R,4R)-4-(pyridin-4-ylcarbamoyl)cyclohexyl)ethylcarbamate
(8)

a) Mukaiyama’s coupling

1-Methyl-2-chloropyridinium iodide (1.13 g, 4.42 mmol, 1.2 equiv) was added to a stirred
mixture of Boc-carboxylic acid 7 (1 g, 3.69 mmol, 1 equiv), 4-aminopyridine (0.36 g, 3.87
mmol, 1.05 equiv) and triethylamine (1.26 mL, 8.84 mmol, 2.4 equiv) in dichloromethane (50
mL) under an argon atmosphere at r.t. The reaction was stirred for 2 d (checked by TLC,
dichloromethane-methanol, 95:5 and ethyl acetate-petroleum ether, 1:1). After completion of
the reaction, water (50 mL) was added and the mixture extracted with dichloromethane (3 x
40 mL). The combined organic layers were dried over MgSQ,, filtered, concentrated under
reduced pressure. The crude product 8 was purified by a column chromatography (SiO,,

dichloromethane-methanol, 95:5) to afford the amide 8 (1.24 g, 97 %) as yellow crystals.
b) TBTU-coupling

DIPEA (0.1 mL, 0.55 mmol, 1.5 equiv) and TBTU (0.14 g, 0.44 mmol, 1.2 equiv) were added
successively to a stirred mixture of Boc-carboxylic acid 7 (0.1 g, 0.37 mmol, 1 equiv), 4-
aminopyridine (0.04 g, 0.41 mmol, 1.1 equiv) in dichloromethane (5 mL) under an argon
atmosphere at 0 °C. The reaction mixture was warmed to r.t. and checked by TLC
(dichloromethane-methanol, 95:5 and ethyl acetate-petroleum ether, 1:1). After stirring for 2
d, water (5 mL) was added and the mixture extracted with dichloromethane (3 x 4 mL). The
combined organic layers were dried over MgSQ,, filtered, concentrated under reduced
pressure. The crude product 8 was purified by a column chromatography (SiO,,

dichloromethane-methanol, 95:5) to afford the amide 8 (0.11 g, 85 %) as yellow crystals.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & 1.07 (m, 2H, H-3a and H-5a), 1.08 (d, 3H, 3Juy = 6.7 Hz, CHs),
1.42 (s, 9H, C(CHas)3), 1.43 (m, 3H, H-2a, H-4, H-6a), 1.85 (m, 2H, H-3e and H-5e), 2.02 (m,
2H, H-2e and H-6e), 2.33 (tt, 1H, *Juy = 3.4 Hz, 3Jun = 12 Hz, H-1), 3.48 (quint, 1H, %Jy = 6.7
Hz, CHCHs), 4.48 (bs, 1H, NH), 7.59 (d, 2H, *Juy = 7.2 Hz, 2 x Py-H), 8.44 (d, 2H, *Jyy = 7.2
Hz, 2 x Py-H).

3C-NMR (CDCls, 100 MHz): & 18.6 (CHs), 28.4 ((CHs)s), 28.4 (CH,), 29.0 (CH,), 29.1 (CH,),
31.8 (CH,), 38.6 (CH), 42.7 (CH), 46.2 (CH), 79.1 (C-(CHs)3), 113.6 (Py-CH), 145.6 (Py-C),
150.4 (Py-CH), 155.6 (NHC=0), 175.3 (C=0).

MS (+ESI): m/z (%) = 349.2450 (50) [M+H]*, 348.2061 (100) [M]".

HR-MS: 348.2288 (348.2287 calc. for C1gH2N303 + H").
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Rho-Kinase inhibitor Y-27632 (1)

HYDROGEN CHLORIDE SOLUTION (1.0 M IN DIETHYL ETHER, 20.2 ML, 20.2 MmoOL, 10 EQUIV)
WAS ADDED DROPWISE TO A STIRRED MIXTURE OF AMIDE 8 (0.7 G, 2.02 MMOL, 1 EQUIV) IN
DICHLOROMETHANE (30 ML) UNDER AN ARGON ATMOSPHERE AT AT 0 °C. THE REACTION WAS
WARMED TO R.T. AND STIRRED FOR 2 D (CHECKED BY TLC, DICHLOROMETHANE-METHANOL,
95:5 AND 1:1). AFTER COMPLETION OF THE REACTION, THE SOLVENTS WERE EVAPORATED,
DRIED OVERNIGHT UNDER VACUUM AND RECRYSTALLIZED FROM A MIXTURE OF DIETHYL
ETHER-METHANOL (CA 9:1) TO AFFORD THE INHIBITOR 1 (0.61 G, 95 %) AS WHITE YELLOW

CRYSTALS.

Mp 258 °C [Lit." mp 286-287 °C for bis-hydrochloride monohydrate and 276 °C for bis-
hydrochloride 2 hydrate]

[a]p?® -11.5 (¢ 0.5, MeOH) [Lit." [a]p +4.3 (c 1, MeOH); Lit." [a]p +4.6 (¢ 1, MeOH)].

IR (film): © (cm™) = 2858, 2028, 1713, 1639, 1609, 1573, 1502, 1480, 1386, 1312, 1292,
1246, 1176, 1139, 1039, 929, 826.

"H-NMR (MeOH-d,, 400 MHz): & 1.27 (dq, 2H, 3Jun = 3.4 Hz, 2Juy = 3Jun = 13 Hz, H-3a or H-
5a), 1.28 (dq, 2H, *Jun = 3.4 Hz, Jyn = *Jun = 13 Hz, H-5a or H-3a), 1.33 (d, 3H, ®Jyy = 6.8
Hz, CH3), 1.62 (m, 3H, H-2a, H-4, CH-6a), 1.95 (m, 2H, H-3e and H-5¢), 2.13 (m, 2H, H-2e
and H-6e), 2.57 (tt, 1H, *Jun = 3.4 Hz, *Juy = 11.9 Hz, H-1), 3.20 (quint, 1H, *Jyy = 6.8 Hz,
CHCHs), 8.25 (d, 2H, *Juy = 7.2 Hz, 2 x Py-H), 8.64 (d, 2H, Jun = 7.2 Hz, 2 x Py-H). Signals

NH and NH, were not observed in the spectrum.

¥C-NMR (MeOH-d,, 100 MHz): & 16.8 (CH3), 28.5 (CH,), 29.8 (CH,), 30.3 (CH,), 30.4 (CH,),
42.7 (CH-4), 47.5 (CH-1), 54.0 (CHCHs), 116.7 (Py-CH), 144.0 (Py-CH), 156.4 (Py-C), 178.9
(C=0).

MS (+ESI): m/z (%) = 248.1512 (100) [M+H]".
MS (-ESI): m/z (%) = 282.1715 (100) [M+CI].
HR-MS: 248.1763 (248.1763 calc. for C14H»N30; + H*).

The spectroscopic data of the Rho-Kinase inhibitor Y-27632 (1) were in full agreement with

the commercial available compound.
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Recombinant Human basic Fibroblast Growth Factor (bFGF, FGF-2)

Solution, Sterile

Product Description Sheet

Batch No. FB241109
Quantity 2mg x 10
Description Recombinant Human basic FGF (FGF-2) produced in E. coli is a

single, non-glycosylated, polypeptide chain containing 155 amino

acids and having a molecular weight of 17.2 kDa.

Amino Acid MAAGSITTLP ALPEDGGSGA FPPGHFKDPK RLYCKNGGFF
1

Sequence!" LRIHPDGRVD GVREKSDPHI KLQLQAEERG VVSIKGVCAN

(Translated from plasmid RYLAMKEDGR LLASKCVTDE CFFFERLESN NYNTYRSRKY

DNA sequences) TSWYVALKRT GQYKLGSKTG PGQKAILFLP MSAKS

Production Produced in E. coli and purified by sequential chromatography 2.
Purity = 98% as determined by SDS-PAGE and RP-HPLC

Sterility Filtered through a 0.20um sterile filter.

Endotoxin Less than 0.01ng/pg (0.1EU/ug) as determined by LAL test.
Activity The EDs is 0.1 ng/mL*

Formulation Supplied as a solution with a bFGF concentration of 1.7 mg/ml

(determined by UV spectroscopy at 280 nm, using 0.938** as the
extinction coefficient for a 0.1% solution) in 20 mM Tris-HCI buffer
pH 7.5, together with 150 mM NaCl, 1 mM EDTA and 3 mM DTT.

Storage The solution can be stored under sterile conditions at 4 °C for 2-7
days or at -20 °C to -70 °C in a manual defrost freezer for 12

months. For further dilutions it is recommended to use sterile PBS
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Usage

References

(Phosphate -buffered saline) buffer adding with 0.1% BSA (Bovine
serum albumin) or HSA (human serum albumin) and store aliquots

at -20°C. Avoid repeated freeze-thaw cycles.

This material is offered by the Institute for Technical Chemistry,
University of Hannover to laboratories for further evaluation

purposes. Non-hazardous.

1. W.Knoerzer,et al.,1989. Expression of synthetic genes encoding bovine and
human basic fibroblast growth factor (bFGFs) in Escherichia coli.Gene.75:21-30.

2. A.Seeger.et al.,1996. Two-step chromatographic procedure for purification of
basic fibroblast growth factor from recombinant Escherichia coli and
characterization of the equilibrium parameters of adsorption. J Chromatogr A.
746(1):17-24.

Research use only. Not for diagnostic or in vivo use.

* The EDsg is determined by a dose-dependent cell proliferation assay using NIH-3T3

fibroblast cell line.

** This value was calculated from the amino acid sequence on the ExPASy server using the ProtParam

program(www.expasy.org).
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