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Zusammenfassung

Humane mesenchymale Stammzellen (MSC) sind multipotente Vorlduferzellen mit her-
vorragenden Proliferations- und Differenzierungspotentialen sowie anti-inflammatori-
schen Eigenschaften. Sie lassen sich aus vielen verschiedenen Geweben isolieren und
stellen damit eine effektive Zellquelle fiir die Regenerative Medizin dar. Leider ist die
Zellqualitat der MSC stark spenderabhingig und die Proliferationskapazitit ex wvivo
begrenzt. Daher sind Forscher und Arzte daran interessiert, alternative Zellquellen zu
finden. Induzierte pluripotente Stammzellen (iPSC) konnten eine solche Alternative
darstellen. Ein grofler Vorteil dieser Zellen ist vor allem ihre Fiahigkeit, in Zellen al-
ler drei Keimblétter zu differenzieren. Damit sind sie embryonalen Stammzellen sehr
ahnlich, sind ethisch aber unbedenklich und gesetzlich nicht reglementiert. Auflerdem
kénnen iPSC aus vielen verschiedenen somatischen Zelltypen generiert und somit auch
autolog eingesetzt werden. Aufgrund ihrer Pluripotenz kénnen iPSC auch in multipo-
tente MSC differenziert werden (sogenannte iPS-MSC). Fiir eine klinische Anwendung
miissten qualitativ hochwertige iPS-MSC moglichst schnell, einfach und kostengiinstig
erzeugt werden konnen.

Mit diesem Hintergrund wurde zunéchst verifiziert, ob iPSC eine Zellquelle mit gleich-
bleibenden Figenschaften darstellen. Dabei stellte sich heraus, dass sowohl das Ur-
sprungsgewebe, als auch das Alter und die Kulturbedingungen einen Einfluss auf den
Phénotyp und das Differenzierungsverhalten der iPSC hatten. Weiterhin wurde analy-
siert, welche der beiden am héufigsten verwendeten Differenzierungsmethoden (Mono-
layer (ML) oder Embryoid Body (EB)-Methode) in Bezug auf Qualitéit, Homogenitét,
Dauer und Kosten die bessere Variante zur Erzeugung von iPS-MSC ist. Die vorlie-
gende Arbeit zeigt, dass die Differenzierung iiber einen EB-Schritt im Vergleich zu
der ML-Methode besser geeignet ist. IPS-MSC konnten so schneller, effizienter und
kostengiinstiger erzeugt werden. Der anschlieBende Vergleiche der selbst generierten
iPS-MSC mit humanen MSC aus Knochenmark zeigte eine weitestgehend gute Uber-
einstimmung, teilweise aber auch geringe Abweichungen in der Genexpression (CD105)
sowie den Oberflachenantigenen (SSEA-4, CD106). Nachteilig war zudem, dass die iPS-
MSC eine deutlich geringere Differenzierungskapazitit als genuine MSC aufwiesen und
in vitro nicht langzeitstabil waren. Daraus lief§ sich schlussfolgern, dass iPSC-MSC und
adulte MSC aus dem Knochenmark sich zwar sehr dhneln, aber nicht identisch sind.

Abschliefend wurden verschiedene Modifikationen beider Methoden getestet, um den
Differenzierungsprozess zu optimieren. Beispielsweise wurden die generierten iPS-MSC
durch Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung aufgereinigt, zusétzliche dirigierende Agen-
zien (TGF-B1, 17p-Estradiol) angewandt oder die Differenzierung durch genetische
Manipulation forciert. Leider fiihrte keine der Modifizierungen zu einer deutlichen Ver-
besserung der Qualitédt oder Stabilitit der iPS-MSC-Kultur. Anhand aller Ergebnisse
konnten jedoch ein Modell des Differenzierungsprozesses postuliert und davon ausge-
hend weitere Modifikationsmoglichkeiten abgeleitet werden.

Stichworte: mesenchymale Stammzellen, induzierte pluripotente Stammzellen, iPS-
MSC, Embryoid Body-Methode, Monolayer-Methode






Abstract

Mesenchymal stem cells (MSC) are multipotent progenitor cells and can be isolated
from many different tissues. They are representing an effective cell source for rege-
nerative medicine especially due to their proliferation and differentiation potential as
well as their anti-inflammatory characteristics. Unfortunately the cell quality is highly
donor-dependent and their proliferative capacity ez vivo is limited. Due to these facts
researchers and physicians are interested in alternative cell sources. Induced pluripotent
stem cells (iPSC) turned out to be a potential alternative to MSC. One big advantage
of these iPSC is, their ability to differentiate into cells of all three germ layers similar
to embryonic stem cells but without their ethical difficulties. Additionally, they can
be derived from many different mature cell types, even in an autologous manner. Due
to their pluripotency iPSC can be differentiated into multipotent MSC (so-called iPS-
MSC). For a clinical application high quality iPS-MSC are necessary and have to be
generated as fast, easy and cost-effective as possible. Two basic methods have been
established to differentiate iPSC into MSC: the two-dimensional monolayer (ML) and
the three-dimensional embryoid body (EB)-method.

One of the main questions of the present work was to find out whether the used induced
pluripotent stem cells can serve as a cell source with consistent properties. Therefore
three different iPSC populations were assessed. It was found that the origin tissue, the
age and the culture conditions of the iPSC population have an effect on the phenotype
and the differentiation behavior. Furthermore, it was investigated which of the two
mostly used differentiation methods (ML- or EB-method) is the better way to generate
iPS-MSC with regard to quality, homogeneity, duration of differentiation and efficiency.
This work reveals that a differentiation induced by an embryoid body step is the more
suitable way to generate iPS-MSC compared to the ML-method due to a much fas-
ter, more efficiently and cost-effective differentiation procedure. Afterwards, generated
iPS-MSC were compared with human MSC from bone marrow. A good agreement was
shown concerning the gene expression and surface antigens of both cell types. Neverthe-
less, small variations were observed. It was concluded that iPS-MSC and bone marrow
derived MSC were very similar but not identical. Disadvantageously, a long-term stable
iPS-MSC culture could not be generated by using one of the two basic methods.

Finally, various modifications of both methods were tested to optimize the differentia-
tion process. For example, generated iPS-MSC were purified by fluorescence-activated
cell sorting and additionally leading agents (TGF-f1, 173-estradiol) or a differentiation
through genetic manipulation were used. Unfortunately, none of the modifications led
to a considerable improved quality or stability. However, all the results were used to
postulate a differentiation model from which further modifications can be derived.

Key words: mesenchymal stem cells, induced pluripotent stem cells, iPS-MSC, em-
bryoid body-method, monolayer-methode
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1 Einleitung

1.1 Stammzellen

Stammzellen sind sogenannte Ursprungs- oder Vorlduferzellen, die keine eigene Spe-
zialisierung, dafiir aber ein grofies Differenzierungspotential besitzen. Aus ihnen gehen
die verschiedenen Zelltypen eines Organismus hervor. Im Gegensatz zu ausdifferenzier-
ten (spezialisierten) somatischen Zellen konnen sich Stammzellen zudem unbegrenzt
vermehren und sind damit ,,potentiell unsterblich®.

Spezialisierte (ausdiffe-
renzierte) Gewebezellen

_Hautﬁbroblasten
Ektodermale ! )

Stammzellen = b
Pigmentzellen
Mesodermale -m
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L
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Abbildung 1.1: Schematische Ubersicht der verschiedenen Stammzellgruppen mit Einteilung nach
ihrem Differenzierungspotential und Beispielen fiir mogliche Zielzellen. Von links nach rechts — in
etwa korrelierend mit der Entwicklung eines Organismus — nimmt das Differenzierungspotential ab.
Induzierte pluripotente Stammzellen (iPSC) werden in vitro aus verschiedensten somatischen Zellen
generiert und besitzen vergleichbare Eigenschaften wie embryonale Stammzellen, kénnen sich aber
nicht entlang der Keimbahn entwickeln.

Je nach Ursprung der Stammzellen wird zwischen embryonalen (ESC), fetalen und
adulten (ASC) Stammzellen unterschieden. Allerdings sind ESC nur in vitro und unter
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geeigneten Kulturbedingungen stabil. In vivo differenzieren sie als Zellen der inneren
Zellmasse sofort weiter, mit der Intention, einen lebensfidhigen Organismus auszubil-
den. Je weiter die Entwicklung eines Organismus fortgeschritten ist, um so geringer ist
das Differenzierungspotential seiner (Stamm)Zellen (vgl. Abbildung 1.1). Stammzellen
der frithen embryonalen Entwicklung (Zygote bis 8-Zell-Stadium) werden als totipotent
bezeichnet. Auf den Menschen bezogen bedeutet dies, sie konnen in alle Zelltypen des
Korpers einschliellich des extraembryonalen Gewebes differenzieren, so dass eine dieser
Zellen ausreicht, um einen eigenstidndigen und lebensfahigen Organismus zu entwickeln.
Danach konnen die Stammzellen des Embryos bzw. Fétus nur noch entlang der drei
Keimblétter (Ektoderm, Mesoderm, Endoderm) und der Keimbahn differenzieren, aber
keinen vollstdndigen Organismus mehr hervorbringen [1], sie sind pluripotent. Adulte
Stammzellen sind multipotent oder unipotent und befinden sich bei jedem Menschen
zu einem sehr geringen Prozentsatz in ausdifferenziertem Gewebe sowie im Blut. Dort
gewihrleisten sie die Nachbildung derjenigen Zellen, die altersbedingt oder aufgrund
einer Verletzung ersetzt werden miissen. Multipotente Stammzellen lassen sich in endo-
dermale, ektodermale, hdmatopoetische und mesenchymale Stammzellen untergliedern.
Diese konnen sich meist nur entlang ihres jeweiligen Keimblattes entwickeln.

Adulte Stammzellen sind von einer sogenannten Nische umgeben. Diese Mikroum-
gebung besteht sowohl aus zelluldren als auch nicht-zellularen Komponenten und um-
fasst spezielle molekulare, zellulare und physiologische Einfliisse sowie physikalische
und mechanische Stimulation [2,3]. Anders herum koénnen Stammzellen auch Teil ei-
ner Nischenumgebung sein. So sind mesenchymale Stammzellen (MSC, engl. mesen-
chymal stem cells) beispielsweise Teil der hdmatopoetischen Stammzellnische im Kno-
chenmark [4,5]. Die Anforderungen an eine Nische und deren Eigenschaften sind von
Stammzelle zu Stammzelle verschieden, sehr komplex und groBitenteils noch nicht genau
bekannt. Heute weil man allerdings, dass deren Aufbau und eventuelle chemische und
mechanische Signale innerhalb der Nische dafiir sorgen, dass eine Stammzelle ihren un-
differenzierten Zustand beibehélt oder aber Zellen fiir die Neubildung und Regeneration
des jeweiligen Gewebes generiert [6].

Werden die Stammzellen ez vivo kultiviert und expandiert, wird die Nischenumge-
bung — soweit bekannt und umsetzbar — imitiert. Fiir eine Erhaltungskultur werden
meist definierte Ndhrmedien verwendet, denen z.B. Salze in physiologischer Konzen-
tration, Proteine, Zytokine und essentielle Aminosduren zugesetzt werden. Daneben
miissen die entsprechenden stimulierenden Signale ebenfalls von auflen initiiert wer-
den. In welche Richtung sich eine Stammzelle differenziert, héingt von vielen intra- und
extrazelluldren Faktoren ab. Dazu zéhlen vor allem die Aktivitat spezifischer Transkrip-
tionsfaktoren, das Auftreten von Wachstumsfaktoren und Hormonen sowie Interaktio-
nen mit benachbarten Zellen. Wie diese Faktoren in vivo agieren, muss bekannt sein,
um die entsprechenden Signale in vitro nachahmen zu koénnen und so eine Differenzie-
rung in einen gewiinschten Zelltyp zu ,erzwingen®. Im Labor werden der Kultur daher
die entsprechenden Signalstoffe (z.B. Hormone, Zytokine) zugegeben, die Stammzellen
mechanisch stimuliert und/oder mit somatischen Zellen co-kultiviert. Sind die nétigen
Faktoren nicht genau bekannt, wird meist kein zufriedenstellendes Differenzierungser-
gebnis erzielt.

Wie oben beschrieben kénnen embryonale, fetale und adulte Stammzellen isoliert
und in wvitro kultiviert werden. Daneben ist es dem japanischen Wissenschaftler Shinya
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Yamanaka zusammen mit Kazutoshi Takahashi im Jahr 2006 erstmals gelungen, durch
virale Infektion von somatischen Zellen ex wvivo pluripotente Stammzellen , kiinstlich“
zu generieren [7]. Sie haben diese Zellen ,induzierte pluripotente Stammzellen®; kurz
iPSC (engl. induced pluripotent stem cells), genannt, weil sie (viral) induziert wurden
und pluripotente Eigenschaften besitzen. In ihrer Gesamtheit sind iPSC den embryona-
len Stammzellen sehr dhnlich. Fiir die Wissenschaft sind iPSC von gréfiter Bedeutung,
da sie sich unter vergleichbaren Kulturbedingungen wie ESC verhalten und hierbei kei-
ne ethischen Bedenken bestehen (siche Abschnitt 1.1.2). Somit kann die embryonale
Entwicklung eines Gewebes oder Organs auf zellularer Ebene untersucht werden, ohne
dafiir einen Embryo zu zerstoren.

Diese Arbeit befasst sich in erster Linie mit mesenchymalen und induzierten pluripo-
tenten Stammzellen. Daher wird in den folgenden Abschnitten nédher auf diese Zellen
und ihren Einsatz eingegangen.

1.1.1 Mesenchymale Stammzellen

Mitte der 1960er Jahre konnten Friedenstein et al. zum ersten Mal zeigen, dass aus Kno-
chenmark isolierte Zellen die Féhigkeit besitzen, osteogen zu differenzieren [8]. Aber erst
1991 betitelte Arnold I. Caplan diese Zellen als mesenchymale Stammzellen [9]. Heut-
zutage werden MSC auch als mesenchymale Stromazellen bezeichnet. In wvitro stellen
sie eine multipotente Zellpopulation mit fibroblasten-dhnlicher spindelférmiger Mor-
phologie dar. MSC konnten bereits aus vielen Teilen des menschlichen Organismus
isoliert werden, der grofite Anteil an Stammzellen ist allerdings im Knochenmark zu
finden (0.001 - 0.01 %) [10]. Die Isolierung von humanen MSC aus dem Knochenmark
(hBMSC, engl. human bone marrow derived stroma cells) zahlt daher mittlerweile zu
den Standardmethoden und wird héufig angewandt, auch wenn der Eingriff invasiv
ist. Dartiber hinaus kénnen MSC auch aus dem Fettgewebe [11], der Haut [12], dem
Blut [13,14], dem Zahngewebe [5] und den geburtsassoziierten Geweben, wie z.B. der
Plazenta, dem Amnion oder der Nabelschnur [15-17], isoliert werden.

2006 wurden von der International Society for Cellular Therapy Minimalkriterien
fiir in wvitro kultivierte MSC definiert, um die internationalen Forschungsergebnisse
verschiedener Zellpopulationen besser miteinander vergleichen zu kénnen [18]. Diese
legen fest, dass MSC plastik-adhérent wachsen (z.B. in Zellkulturflaschen), sowie posi-
tiv fiir die spezifischen Oberflichenantigene CD105, CD73 und CD90 und negativ fiir
CD45, CD34, CD14 oder CD11b, CD79«x oder CD19 und HLA II sein miissen. Als
Nachweis der Multipotenz miissen sie auflerdem in vitro zu Osteoblasten, Adipozyten
und Chondrozyten differenziert werden kénnen. Dariiber hinaus gilt eine fibroblasten-
dhnliche Morphologie gemeinhin als weiteres Kriterium. Neueste Erkenntnisse zeigen
jedoch, dass mittels iiblicher Plastikadhérenz isolierte adulte MSC-Kulturen heterogen
sind und darin Zellen mit unterschiedlichen Stammzelleigenschaften vorliegen [19]. Vor
allem Oberflichenmarker, die mit der Multipotenz von MSC in Verbindung gebracht
werden, werden je nach Ursprungsgewebe zum Teil sehr unterschiedlich exprimiert. Aus
diesem Grund werden die Minimalkritierien der International Society for Cellular The-
rapy in den letzten Jahren immer hiufiger als nicht spezifisch genug kritisiert [19-22].
Auf einen einheitlichen und allgemeingiiltigen MSC-Phénotyp konnte sich bisher aber
nicht geeinigt werden.
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1.1.2 Induzierte pluripotente Stammazellen

Pluripotente Stammzellen sind aufgrund ihres breiten Differenzierungspotentials be-
sonders fiir die Forschung im Bereich der Evolutionsbiologie sowie der Medizin und
Pharmazie von grofiler Bedeutung. 1981 wurde die erste murine embryonale Stamm-
zelllinie von Evans et al. etabliert [23]. Seitdem wurde an und mit diesen Zellen viel
geforscht, doch die Ubertragung der Forschungsergebnisse auf den humanen Organis-
mus sind nur teilweise moglich [24]. Der Einsatz humaner embryonaler Stammzellen ist
ethisch jedoch problematisch. Humane ESC werden aus der Blastozyste isoliert, wo-
durch gleichzeitig die Entwicklung eines lebensfihigen Menschen verhindert wird. In
Deutschland ist gesetzlich festgelegt, dass jeder Mensch das Recht auf Leben hat. Bis
heute wird eifrig diskutiert, wann das menschliche Leben beginnt: mit der Befruchtung
der Eizelle, dem ersten Herzschlag des Fotus oder der Geburt. Aus diesem Grund ist
die Isolierung von humanen ESC aus der Blastozyste ethisch d&uflerst umstritten und
die Forschung an und mit diesen Zellen stark reglementiert. In Deutschland wird deren
Verwendung im Embryonenschutzgesetz sowie im Stammzellgesetz geregelt.

Mit der ersten Generierung der in Abschnitt 1.1 bereits angesprochenen induzierten
pluripotenten Stammzellen scheint ein addquater Ersatz fiir embryonale Stammzellen
gefunden zu sein. Die japanischen Wissenschaftler Takahashi und Yamanaka zeigten,
dass durch Uberexpression bestimmter Transkriptionsfaktoren eine Pluripotenz in so-
matischen Zellen induziert werden kann [7]. Vor der ersten Generierung von iPSC wur-
den in Yamanakas Forschergruppe durch den Vergleich von ESC mit ausdifferenzierten
somatischen Zelltypen signifikante Unterschiede der jeweiligen Genexpressionen festge-
stellt [7]. Einige der identifizierten regulatorischen Proteine sind essentiell fiir die Er-
haltung der Pluripotenz, andere sind unabdingbar fiir die Erhaltung des Phéanotyps
und die hohe Proliferationsrate. Um die Induzierbarkeit der Pluripotenz zu bewei-
sen, wurden DNA-Expressionskonstrukte ausgewéahlter Transkriptionsfaktoren mittels
retroviraler Transduktion in murine Fibroblasten eingebracht (siehe Abbildung 1.2).
Durch die Kombination verschiedener Faktoren stellte sich heraus, dass OCT4 (engl.
octamer-binding transcription factor /), SOX2 (engl. sex determining region Y-box 2),
c-MYC (engl. v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog) und KLF4 (engl.
Kruppel-like factor 4) zusammen eine Reprogrammierung bewirken. Die transgenen
Zellen wiesen darauthin einen pluripotenten Charakter auf. 2007 gelang die Induktion
mit den gleichen Faktoren auch bei humanen Fibroblasten [25]. Diese iPSC besaflen ver-
gleichbare Morphologien und Eigenschaften wie ESC und konnten sowohl in wvitro als
auch in vivo in Zelltypen aller drei Keimblétter differenziert werden [7,25,26]. Zudem
wiesen sie eine hohe Proliferations- und Telomerase-Aktivitiat auf. Expressionsmuster
und pluripotenz-assoziierte Oberflichenantigene entsprachen ebenfalls den von ESC be-
kannten Eigenschaften. Dazu gehorten vor allem der positive Nachweis von NANOG,
E-Cadherin, ALPL, SSEA-1, SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81, LIN28, REX1,
GDF3, sowie den iiberexprimierten Transkriptionsfaktoren OCT4, SOX2, KLF4 und
c-MYC [7,25,27]. Diese Marker sind heute allgemeinhin als Kriterien fiir pluripoten-
te Stammzellen anerkannt. Die Forschungen von Yamanaka und seiner Gruppe gelten
als Beginn der induzierten pluripotenten Stammzellen. Fiir seine fortschrittliche Arbeit
erhielt er 2012 zusammen mit John B. Gurdon (Pionier auf dem Gebiet der Reprogram-
mierung [28,29]) den Nobelpreis fiir Medizin oder Physiologie.
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der retroviralen Reprogrammierung von somatischen Zellen
zu induzierten pluripotenten Stammzellen nach dem Protokoll von Takahashi et al. [7,25].

Aufgrund ihrer groBen Ahnlichkeit zu ESC spielen humane iPSC vor allem in der
Grundlagenforschung, in der Pharmazie und in der Regenerativen Medizin eine grofie
Rolle. Mit ihrer Hilfe kann beispielsweise die Entwicklung eines vollstéindigen Gewebes
oder Organs erforscht werden, ohne dass ethische Bedenken die Arbeit limitieren. Dies
kann Aufschluss iiber zahlreiche Krankheiten und Wirkmechanismen geben, wodurch
wiederum neue Medikamente entwickelt und getestet oder bestehende Medikamente
verbessert werden konnen. Auch der Einsatz in regenerativen Therapien ist denkbar
und gerade dann von besonderem Interesse, wenn grofie Zellmengen zur Regeneration
von geschidigtem Gewebe notwendig sind. Zudem erméglicht die Entdeckung der iPSC
einen breiteren Einsatz autologer, d.h. patienten-eigener Spenderzellen. Das Potential
der iPSC fiir den Einsatz in der Regenerativen Medizin wird in Abschnitt 1.2 néher
erlautert.

Aufbauend auf der Induktionsmethode mit den ,, Yamanaka-Faktoren* OCT4, SOX2,
¢-MYC und KLF4 wurden weitere zahlreiche Methoden zur Generierung von induzier-
ten pluripotenten Stammzellen entwickelt. So konnten Wissenschaftler aus der Grup-
pe von James Thomson zeigen, dass eine Induktion mit OCT4, SOX2, NANOG und
LIN28, den sogenannten ,, Thomson-Faktoren®, ebenfalls erfolgreich ist [30]. Diese Re-
programmierung bietet gegeniiber der Methode von Yamanakas Forschergruppe den
Vorteil, dass auf ¢-MYC verzichtet werden kann. C-MYC ist ein starkes Onkogen und
durch dessen Uberexpression wird eine klinische Anwendung der mit diesem Faktor
generierten iPSC unmoglich [31]. In den folgenden Jahren konnten zudem pluripoten-
te Zellen durch Uberexpression von nur drei, zwei oder sogar von nur einem Tran-
skriptionsfaktor generiert werden [32-36]. 2008 zeigten Wernig et al. sowie Nakagawa
et al. aus der Yamanaka-Gruppe unabhéngig voneinander, dass bei Verwendung der
Yamanaka-Faktoren das Onkogen ¢-MYC fiir eine virale Reprogrammierung muriner
und humaner Fibroblasten ebenfalls nicht notwendig ist [32,33]. Letztere konnten zu-
dem an chiméren Mé&usen, die von solchen 3-Faktoren-iPSC abgeleitet wurden, zeigen,
dass die Tiere keine Tumore entwickelten, im Gegensatz zu denjenigen mit den ur-
spriinglichen vier Yamanaka-Faktoren. Noch im gleichen Jahr konnten murine iPSC
mit OCT4 und SOX2 und ein Jahr spater humane iPSC mit den Faktoren OCT4 und
KLF4 generiert werden [34,35]. Ebenfalls 2009 zeigten Kim et al. schlielich die Re-
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programmierung von humanen neuronalen Stammzellen ausschliefilich mit OCT4 [36].
Letzterer Transkriptionsfaktor wird bei allen Methoden verwendet und scheint fiir die
virale Reprogrammierung von auflerordentlicher Bedeutung zu sein. OCT4 agiert fiir
viele pluripotenz-assoziierte Gene als Transkriptionsfaktor und ist vermutlich deshalb
unerlisslich [37].

Neben der retroviral induzierten Reprogrammierung somatischer Zellen konnten mitt-
lerweile auch adenovirale [38,39] sowie miRNA- [40,41] und Protein-vermittelte [42,43]
Induktionsmethoden entwickelt werden. Auch mit dem PiggyBac Transposon System
konnten positive Ergebnisse erzielt werden [44,45]. Allgemein sind die virus-freien Me-
thoden den retroviralen vorzuziehen, da mit ihnen das Risiko einer Insertionsmutagenese
minimiert werden kann. Die damit verbundene geringere Karzinogenitét der generier-
ten iPSC ermoglicht eine potentielle klinische Anwendbarkeit. Doch héufig ist deren
Induktions-Effizienz geringer als bei klassischen viral induzierten Reprogrammierun-
gen. Die Yamanaka-Methode konnte Effizienzen von 0,001 bis 2 % erreichen [46, 47).
Lediglich durch Proteintransduktion und den Einsatz von microRNA konnten dhnlich
gute Ergebnisse erzielt werden [40,41,43].

1.2 Einsatz von Stammzellen in der Regenerativen
Medizin

Die Regenerative Medizin befasst sich mit der Reparatur und dem Ersatz von beschidig-
tem Gewebe durch Einsatz geeigneter Zellen und kiinstlich hergestellter Zellverbénde.
Ziel ist es, die Funktionalitdt von beschidigten Organen oder Geweben wieder herzu-
stellen und damit die Lebenszeit sowie die Lebensqualitit des Patienten zu verldangern
bzw. zu verbessern. Als Teilgebiet der Regenerativen Medizin gilt das Tissue Engi-
neering, bei dem ex vivo gezielt dreidimensionale Gewebe geziichtet werden, um sie
anschlieffend einem Patienten zu implantieren. Haufig kommen dabei Stammzellen und
Biomaterialien zum Einsatz und werden beispielsweise fiir die Regeneration von Kno-
chen, Leber, Haut, Nerven, Blutgefifien, Knorpel und Sehnen verwendet [48-51]. Die
in der Regenerativen Medizin verwendeten (Stamm-)Zellen kénnen sowohl vom Pati-
enten selbst (autolog) als auch von Patienten-fremden Spendern (allogen) stammen.
Die Verwendung autologer Quellen ist dabei grundsétzlich erstrebenswert, haufig je-
doch nicht moglich. Der Ausloser fiir regenerative medizinische Eingriffe ist nicht selten
ein Defekt des jeweiligen Gewebes (z.B. bei Arthrose, Herzinfarkt) oder einer eventu-
ell genetisch bedingten (Autoimmun-)Krankheit (Diabetes mellitus, Muskelschwund).
Die Transplantation autologer Zellen ist in diesen Féllen nicht méglich oder wiirde zu-
mindest keine gesundheitliche Verbesserung bewirken. Da zudem @n wvitro noch keine
funktionalen Organe aus menschlichen Zellen generiert werden kénnen, sind Medizin
und Patient immer wieder auf allogene Spenden angewiesen.
Diese haben allerdings drei entscheidende Nachteile:

1. Meist ist fiir eine Zell- oder Gewebespende ein invasiver Eingriff notwendig, von
dem sich der sonst gesunde Spender iiber einen zum Teil langwierigen Heilungspro-
zess erholen muss. Abhingig vom gespendeten Material kénnen Narben bleiben
oder es fehlen ihm die entsprechenden Zellen/Organe zu einem spéteren Zeitpunkt
in seinem Leben (z.B. nach einer Nierentransplantation).
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2. Der Organismus des Empfiangers erkennt die allogenen Spenderzellen als korper-
fremd. In Folge dessen stofit er die Zellen ab. Diese Immunantwort wird auch als
Host-versus-Graft-Reaktion bezeichnet. Anders herum ist auch eine Graft-versus-
Host-Reaktion mdéglich, bei dem sich immunkompetente Transplantatzellen gegen
den Empfingerorganismus richten. Mit immunsuppressiven Mitteln kénnen derar-
tige Immunreaktionen zwar vermindert oder unterdriickt werden. Dies bringt je-
doch unangenehme Nebenwirkungen mit sich. Das Immunsystem wird insgesamt
geschwicht, so dass eine erhohte Infektanfilligkeit durch Viren, Bakterien und
andere Krankheitserreger besteht. Zudem nimmt das Risiko bestimmter Krebser-
krankungen zu. Daneben wirken sich die Medikamente negativ auf die Blutwerte
und einige innere Organe des Patienten aus.

3. Ausdifferenzierte somatische Zellen weisen nur noch eine sehr geringe Prolife-
rationskapazitiat auf, so dass entnommene Gewebe und Zellen moglichst direkt
transplantiert werden miissen. Sollte das gespendete Material nicht ausreichen,
kann es, wenn iiberhaupt, nur minimal und unter hohem Zeitaufwand in wvitro
expandiert werden. Damit sind die Zellmengen stark limitiert.

Letzteres kann durch den Einsatz geeigneter adulter Stammzellen ausgeglichen wer-
den. Aufgrund ihrer hohen Proliferations- und Differenzierungspotentiale konnen sie
vergleichsweise einfach im Labor expandiert und, falls erwiinscht, anschliefend in das
Zielgewebe differenziert werden. So konnten schon einige klinische Therapieansétze er-
folgreich umgesetzt werden (einen guten und umfangreichen Uberblick geben M. Mi-
meault und S. K. Batra in ihrem Review [52]). Es konnte zum Beispiel gezeigt werden,
dass Stammzellen des Ektoderms fiir die Hautregeneration bei Verbrennungen, chroni-
schen Wunden und Geschwiiren einsetzbar sind [53]. Schidigungen der Hornhaut konn-
ten bereits durch den Einsatz epithelialer Stammzellen behandelt werden [54]. Zudem
konnte durch transplantierte neuronale Stammzellen eine axonale Regeneration herbei-
gefiithrt werden [55]. Die Stammzellen des Endoderms konnten in den letzten Jahren
erfolgreich fiir die Behandlung von Lebererkrankungen [56] oder Diabetes mellitus [52]
eingesetzt werden.

Von besonderer Bedeutung aber sind die humanen mesenchymalen Stammzellen. Sie
besitzen im Vergleich zu anderen gut isolierbaren Stammzellen ein sehr breites Diffe-
renzierungsspektrum und eine grofie therapeutische Einsetzbarkeit [20]. Zusétzlich hat
sich herausgestellt, dass diese Zellen von Natur aus eine immunsuppressive Wirkung
auf den Empfingerorganismus ausiiben konnen. Es ist gelungen, nach einer (allogenen)
Organtransplantation die Graft-versus-Host-Reaktion signifikant zu verringern, indem
MSC co-transplantiert oder in den Blutkreislauf des Patienten injiziert wurden [57-59].
Im Vergleich zu immunsuppressiven Medikamenten wirken MSC, ohne dabei das ge-
samte Immunsystem des Patienten zu schwéchen. Dies stellt einen sehr grofien Vorteil
gegeniiber den kommerziellen Immunsuppressiva dar.

MSC verfiigen auflerdem iiber die auBergewthnliche Eigenschaft des Homings [60,61].
Dies bedeutet, dass die Zellen iiber die Blutbahn durch den Organismus migrieren
kénnen. Im Falle einer Verletzung werden die Stammzellen z.B. durch extrinsische Si-
gnale aus ihrer Nische heraus mobilisiert. Alternativ konnen dem Patienten allogen
gespendete MSC als Zelltherapie intravenos injiziert werden wie bei der oben ange-
sprochenen co-Transplantation. Jedoch steht hierbei nicht die Unterdriickung der Im-
munantwort im Vordergrund, sondern der Ersatz von beschédigten oder abgestorbenen
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Gewebezellen. Die MSC migrieren zu dem Bereich des geschédigten Gewebes, dort in-
teragieren sie mit den Endothelzellen, welche die Blutbahn umgeben, passieren diese
und wandern in das Zielgewebe ein. Im Zielgewebe tragen sie schliellich entscheidend
zu dessen Regeneration bei. Anwendung findet diese Methode beispielsweise nach ei-
nem Herzinfarkt, um so die Bildung neuer Herzmuskelzellen zu unterstiitzen und die
Funktion des Organs zu verbessern. Dabei wird vermutet, dass der positive Effekt der
MSC vor allem auf einer anti-apoptotischen Wirkung auf die Kardiomyozyten sowie die
Abgabe von Wachstumsfaktoren und Zytokinen beruht [62]. Das beschiadigte Gewebe
regeneriert somit schneller und besser.

Obwohl es noch weitere potentielle Einsatzgebiete fiir mesenchymale Stammzellen
gibt, sind die Forschungsergebnisse zu einem grofien Teil noch nicht zufriedenstellend.
Als problematisch haben sich neben den nur teilweise erforschten Differenzierungsme-
chanismen vor allem die abnehmende Vitalitdt und Differenzierbarkeit der Stammzellen
mit zunehmendem Alter des Spenders herausgestellt. Trotz ihres potentiell unbegrenz-
ten Expansionspotentials in vivo konnen MSC in vitro nur {iber einen begrenzten Zeit-
raum kultiviert und je nach Spender auch nur eingeschriankt differenziert werden. Aus
diesem Grund sind besonders junge MSC, beispielsweise solche mit neonatalem Ur-
sprung (Plazenta, Nabelschnurgewebe oder -blut), in der Regenerativen Medizin von
groffem Interesse. Junge Zellen lassen sich ex vivo meist schneller und linger expandie-
ren als die MSC eines 40- oder gar 80-jdhrigen Menschen [15]. Die maximale Expansi-
onskapazitét ist aber auch bei jungen Spenderzellen limitiert.

Im Gegensatz zu mesenchymalen Stammzellen bieten pluripotente Stammzellen den
Vorteil einer extrem groflen Proliferationskapazitéit auch im Labor. Es gibt embryonale
Zelllinien, die iiber mehr als 100 Passagen kultiviert wurden, ohne ihre pluripoten-
ten Eigenschaften zu verlieren [63]. ESC lassen sich in alle Zelltypen des menschlichen
Korpers differenzieren, stellen allerdings unter normalen Umstdnden genauso wie die
meisten gespendeten adulten Stammzellen allogene Zellen dar. Demnach wiirde bei einer
Transplantation dieser Zellen ebenfalls eine Immunantwort auftreten. Hinzu kommen
die bereits angesprochenen ethischen Bedenken (siche Abschnitt 1.1.2).

Die ideale Losung fiir all die genannten Probleme und Einschrinkungen wiére also
eine nicht-invasiv zugéngliche autologe Zellquelle. Diese sollte eine moglichst hohe in
vitro-Proliferations- und Differenzierungskapazitit aufweisen und dabei nicht aus ethi-
schen oder gesetzlichen Griinden reglementiert sein. In den letzten Jahren haben sich
die induzierten pluripotenten Stammzellen als einen duflerst vielversprechenden Kan-
didaten hierfiir herausgestellt. Autologe Zell- und Gewebespenden konnen gewonnen
werden, indem dem Patienten somatische Zellen entnommen und aus diesen pluripo-
tente Stammzellen generiert werden. Neben den géngigen Hautfibroblasten eignen sich
dafiir sogar Haarzellen, womit ein invasiver Eingriff nicht mehr notwendig ist [64]. TPSC
konnen in vitro vergleichbar schnell und lange wie ESC expandiert werden. Anschlie-
Bend ist eine gezielte Differenzierung in jeden gewiinschten Zelltyp der drei Keimblétter
moglich, sofern ein geeignetes Protokoll dafiir bekannt ist. Die ausdifferenzierten Ziel-
oder geeignete Vorlduferzellen konnen dem Patienten anschlieSend reimplantiert wer-
den (siche Abbildung 1.3). Das Risiko einer Immunantwort (wie bei allogenen Zellen)
ist hierbei sehr gering, kann allerdings nicht vollstdndig ausgeschlossen werden [65,66].

Ein Einsatz humaner iPSC in der Regenerativen Medizin ist aufgrund geringer For-
schungserkenntnisse noch stark eingeschréinkt und bisher nicht bekannt. Die Forschung
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Abbildung 1.3: Autologe iPSC konnen in der Regenerativen Medizin Anwendung finden, indem dem
Patienten zunéchst somatische Zellen entnommen werden, diese dann reprogrammiert, in die Zielzellen
differenziert und anschlieffend dem Patienten reimplantiert werden.

auf diesem Gebiet macht jedoch rasante Fortschritte und es laufen erste klinische Stu-
dien [67,68]. In Tier- und ez wvivo-Modellen konnten beispielsweise bereits induzier-
te pluripotente Stammzellen zu Kardiomyozyten differenziert werden [69]. Ziel dabei
ist es, zerstortes Gewebe z.B. nach einem Herzinfarkt ersetzen zu konnen. Auflerdem
konnte gezeigt werden, dass spezifische iPSC eines Diabetes-Patienten zur Erzeugung
Insulin-produzierender Zellen geeignet sind [70]. Weitere grofie Fortschritte konnten auf
dem Weg zu einer Behandlung von Parkinson [71,72] oder Hamophilie A (Bluterkrank-
heit) [73], sowie zur Knochenregeneration [74,75] gemacht werden.

Fiir eine klinische Anwendbarkeit muss neben der erfolgreichen Differenzierung si-
chergestellt sein, dass sich keine iPSC mehr in den reimplantierten Zellen/Geweben
befinden. Diese sind (wie auch ESC) in der Lage, in vivo Teratome zu bilden. Ein wei-
teres Problem, das es zu 16sen gilt, ist der grofle Zeitaufwand transplantierbare Zellen zu
erzeugen. Die Generierung von humanen iPSC dauert bereits mehr als vier Wochen [27].
Diese miissen anschlieflend expandiert und differenziert werden, was wiederum mehrere
Wochen in Anspruch nehmen kann. Wenn es um eine akute Erkrankung geht, hat der
Patient diese Zeit allerdings meist nicht. Daher gilt es aktuell, die Reprogrammierung
sowie die Generierung implantierfdhiger Zellen zu beschleunigen. Neben der potentiellen
klinischen Anwendung von iPSC-abgeleiteten Zellen, finden krankheitsspezifische iPSC
schon heute Anwendung in der Pharmabranche. Derartige iPSC werden aus Zellen von
Patienten mit genetisch bedingten Krankheiten generiert und dienen der Entwicklung
neuer Medikamente und toxikologischer Tests (Abbildung 1.3) [76,77].
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Wie oben erldutert, sind humane mesenchymale Stammzellen sehr vielversprechende
und bereits klinisch erprobte Zellen in der Regenerativen Medizin. Threr Proliferati-
onskapazitit ist er vivo jedoch stark eingeschrinkt. Es hat sich herausgestellt, dass
induzierte pluripotente Stammzellen auch als alternative Zellquelle fiir MSC geeignet
sind [78]. Dadurch, dass iPSC eine auflerordentlich hohe bzw. potentiell unendliche Pro-
liferationskapazitéat aufweisen, besteht die Moglichkeit, zunéchst die Kultur der pluripo-
tenten Zellen auf die gewiinschte Menge zu expandieren und diese Zellen anschlieend
zu MSC zu differenzieren. Damit konnten deutlich groflere MSC-Populationen generiert
werden, auch wenn der Spender z.B. schon sehr alt ist. In den letzten Jahren wurden
einige Methoden entwickelt, um pluripotente Stammzellen in vitro zu mesenchymalen
Stammzellen zu differenzieren (sieche Abschnitt 1.3). Zudem konnte gezeigt werden, dass
die generierten ebenso wie die nativen MSC ein hohes Differenzierungspotential und
die charakteristischen Eigenschaften des Homings sowie der Immunsuppression aufwei-
sen [79]. Dabei bietet die Differenzierung von pluripotenten zu mesenchymalen Stamm-
zellen gegeniiber der direkten Generierung von Gewebe einen groflen Voteil: MSC liegen
in Kultur iiberwiegend als Einzelzellen vor. Daher konnen nach erfolgreicher Generie-
rung vergleichsweise einfach eine Suspension erzeugt und die Zellen anschlielend auf-
gereinigt werden. Dieser Schritt stellt sicher, dass keine undifferenzierten pluripotenten
Zellen in der Kultur verbleiben und so das Risiko einer Teratombildung minimiert wird.
Fiir eine Separation der gewiinschten Zellen ist die Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung
(FACS, engl. Fluorescence activated cell sorting) eine herausragende Methode [79-81].
Ebenso bietet sich die magnetische Zellsortierung (MACS, engl. magnetic cell sorting)
an [82,83]. Bei beiden Methoden konnen die kultivierten und differenzierten Zellen
anhand MSC-spezifischer Oberflichenmarker (z.B. CD73%, CD90", CD105", CD14~,
CD457) lebend sortiert werden. Nur die Zellen, die dem MSC-Phénotyp entsprechen,
werden separiert und konnen anschliefend in vitro weiter expandiert, differenziert oder
auch direkt implantiert werden.

1.3 Differenzierung von (induzierten) pluripotenten zu
mesenchymalen Stammzellen

MSC, die aus iPSC generiert wurden, werden in der Literatur héufig als iPS-MSC, iPSC-
MSC oder iMSC bezeichnet. Im Folgenden wird ausschlieflich die erste Abkiirzung ver-
wendet. Da es durch den zeitlichen Vorsprung der ESC- gegeniiber der iPSC-Forschung
auf dem Gebiet der Stammezelldifferenzierung deutlich mehr Erkenntnisse gibt und nach-
weislich eine grofie Ahnlichkeit zwischen beiden pluripotenten Zelltypen besteht, werden
an dieser Stelle die Forschungsergebnisse aus beiden Bereichen beriicksichtigt.

Die Differenzierung pluripotenter Stammzellen zu multipotenten MSC war schon sehr
friih ein attraktives Forschungsthema. Mittlerweile sind viele verschiedene Methoden fiir
diese Differenzierung bekannt, doch die meisten beruhen auf einer von zwei grundle-
genden Durchfithrungen: der Differenzierung in Monolayer-Kultur oder iiber einen Em-
bryoid Body-Schritt. Beide Methoden sind schematisch in Abbildung 1.4 dargestellt.

Bei den Monolayer (ML)-Methoden findet die Differenzierung ausschlielich in zwei-
dimensionaler Zellkultur statt, wobei die Zellen am Boden der jeweiligen Zellkulturfla-
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der beiden haufigsten Methoden zur Differenzierung von
iPSC zu iPS-MSC. Unterschiede zwischen einzelnen Arbeitsgruppen bestehen iiberwiegend in den
Zusétzen, die dem Medium zugefiigt werden. Oben: Monolayer (ML)-Methode; Unten: Embryoid Body
(EB)-Methode.

sche oder -platte adhériert wachsen. Die Zellen werden meist {iber mehrere Passagen
kultiviert bzw. differenziert. Da bei dieser Methode meist heterogene Kulturen entste-
hen, miissen die gewiinschten iPS-MSC anhand MSC-typischer Eigenschaften sortiert
werden. Besonders fiir den Einsatz in der Regenerativen Medizin ist dies wichtig, da
sonst verbliebene undifferenzierte pluripotente Stammzellen im Empfangerorganismus
Teratome erzeugen konnen. Aber auch fiir weitere in vitro-Analysen ist eine heterogene
Kultur kontraproduktiv. Die Zellen, die unvollstéandig, nicht oder in eine falsche Rich-
tung differenziert sind, konnen die Forschungsergebnisse erheblich beeintréichtigen oder
gar verfialschen. Wie oben beschrieben eignen sich fiir die Aufreinigung solch heterogener
Kulturen besonders die Fluoreszenz-aktivierte und die magnetische Zellsortierung.
Neben den MIL-Methoden sind die dreidimensionalen Embryoid Body (EB)-Methoden
die zweite hdufig angewandte Generierungsmethode von iPS-MSC. Hierbei wird zu-
néchst eine Kliimpchen-Bildung der pluripotenten Stammzellen forciert, indem die Zel-
len von der Kulturschale abgeschabt oder mit Hilfe von Enzymen abgelost und anschlie-
Bend mehrere Tage in Suspension weiter kultiviert werden. Die Zellkliimpchen werden
im Englischen als embryoid bodies bezeichnet und bilden sich wéhrend der ersten Stun-
den in Suspension ohne weitere Einwirkungen von auflen, indem sie sich abrunden.
Grofle und Zellzahl eines EB konnen dabei stark variieren. Die pluripotenten Stamm-
zellen differenzieren in dieser Phase spontan in Zelltypen aller drei Keimblatter. Ausloser
dafiir sind ausschliefllich die Zell-Zell-Interaktionen sowie die verédnderten (meist hypoxi-
schen) Bedingungen im Inneren der Zellklumpen [84,85]. Dieser Vorgang erinnert stark
an die embryonale Entwicklung nach dem Blastozysten-Stadium. Im Anschluss an die
EB-Phase werden die Zellhaufen in beschichtete (meist gelatinierte) Zellkulturgeféifie
iiberfiihrt. Zellen der &ufleren EB-Schicht adhérieren am Kulturboden und es wach-
sen Zellen mit einer fibroblasten-dhnlicher Morphologie heraus. Diese Zellen werden im
néchsten Schritt separiert und in Monolayer-Kultur weiter expandiert. Analysen ha-
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ben gezeigt, dass die herausgewachsenen Zellen neben der spindelférmigen Morphologie
auch ein typisches Genexpressionsmuster aufweisen, welches dem der mesenchymalen
Stammezellen entspricht [86,87].

Fiir die Differenzierung von iPSC zu MSC werden dem Kulturmedium beider Me-
thoden haufig Signalstoffe zugegeben. Dies kénnen beispielsweise Wachstumshormone,
Zytokine oder Transkriptionsfaktoren sein, welche spezifische Signalwege stimulieren
und dadurch die gewiinschte Differenzierung initiieren. Daneben konnen aber auch
Molekiile verwendet werden, die spezifische Signalwege, welche essentiell fiir die Er-
haltung der Pluripotenz sind, inhibieren. Ein Beispiel dafiir ist der TGF-3-Signalweg.
Durch dessen Inhibierung wird eine Differenzierung zu MSC ausgeltst, wie Mahmood
et al. durch Zugabe des Molekiils SB431542 zeigen konnten [88]. Bei einer Variante
der Monolayer-Methode konnten Liu et al. 2012 erfolgreich humane ESC und iPSC
zu MSC-dhnlichen Zellen differenzieren, indem sie die pluripotenten Stammzellen auf
einer diinnen, feinfaserigen Kollagen I-Beschichtung aussdten [89]. Nur wenige Zellen
adhérierten stabil auf dieser Oberfldche. Doch die wenigen nach 10 Tagen noch auf der
Matrix adhérierten Zellen wiesen eine spindelférmige Morphologie sowie typische me-
senchymale Oberflachenproteine auf. Eine weitere Monolayer-Variante ist die Co-Kultur
der pluripotenten Stammzellen auf einer Schicht muriner OP9-Zellen [90,91]. Auch hier-
bei konnten erfolgreich MSC-&hnliche Kulturen generiert werden. Dem gegeniiber stehen
die EB-Methoden, welche allerdings meist nur in den Medienzusétzen und den Zeitspan-
nen der einzelnen Differenzierungsschritte variieren. Im Gegensatz zu der ML-Methode
kann diese auch ohne jegliche Zusétze, Beschichtungen oder Co-Kulturen durchgefiihrt
werden [92-94]. Hierbei ist die spontan auftretende Differenzierung in Kombination mit
der anschlieSenden Selektion der Plastik-adhérenten Zellen scheinbar ausreichend.

Fiir die Untersuchungen und den Vergleich dieser beiden grundlegenden Methoden
zur Generierung von iPS-MSC wurden im Rahmen dieser Arbeit eine einfache ML-Diffe-
renzierung sowie eine EB-Differenzierung gewéhlt. Bei letzterer wurden die iPSC nach
sieben-tagiger EB-Phase mittels Plastikadhérenz innerhalb der folgenden sieben Tage
selektiert und anschlieend in einer Monolayer-Kultur expandiert. In beiden Fallen wur-
de das gleiche Differenzierungsmedium verwendet, so dass eventuelle Unterschiede im
Differenzierungsverhalten direkte Riickschliisse auf die Methode zulieBen. Zur Induzie-
rung der mesenchymalen Differenzierung wurden die Wachstumsfaktoren basic fibroblast
growth factor (bFGF), epidermal growth factor (EGF) und platelet-derived growth fac-
tor (PDGF) als Signalstoffe ausgewéhlt. Diese Signalstoffe wurden zum Zeitpunkt des
Projektbeginns (2011) von anderen Forschergruppen erfolgreich fiir die Herstellung von
iPS-MSC verwendet [80,95].

1.4 Epithelial-mesenchymale Transition

Die epithelial-mesenchymale Transition (EMT) ist allgemein ein Prozess, bei dem sich
epitheliale Zellen in mesenchymale Zellen umwandeln. Dieser Prozess besteht aus einer
Abfolge von Ereignissen, bei der die Epithelzellen zunéchst ihre typische Polarisierung
aufgeben. Charakteristische interzelluldre Adhésions-Komplexe (Gap/Tight/Adherens
Junctions und Desmosomen) werden abgebaut, worauthin die Zell-Zell-Kontakte deut-
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lich abnehmen und sich die Zellmorphologie von klein und gedrungen zu flach und
langgestreckt entwickelt. Einhergehend mit dieser Strukturdnderung ergibt sich auch
eine neue Funktion des Gewebes. Der umgekehrte Prozess, also die Umwandlung von
mesenchymalen zu epithelialen Zellen, wird entsprechend als mesenchymal-epitheliale
Transition (MET) bezeichnet. Da sowohl die EMT als auch die MET unter anderem
bei ausdifferenzierten somatischen Zellen auftreten, musste die frithere Annahme, dass
Zellen ihren Phénotyp und ihre spezialisierte Funktion fiir immer behalten, revidiert
werden [96].

Elizabeth Hay gilt als Vorreiterin auf diesem Gebiet und beschrieb zunéchst eine ,,epi-
thelial-mesenchymale Transformation“ [97,98]. Aufgrund der Reversibilitidt des Prozes-
ses und zur Abgrenzung von einer neoplastischen Transformation, das heifit der Entwick-
lung eines bosartigen Tumors aus gesundem Gewebe, wurde ,, Transformation® durch
,Transition® ersetzt, wodurch sich die heutige Bezeichnung ergab [96].

Es ist bekannt, dass die EMT in den verschiedensten Bereichen der Zellentwicklung
eine Rolle spielt, ihr komplexer Vorgang ist allerdings noch nicht vollstiandig geklért.
Mit dem Ziel der Abgrenzung verschiedener EMT-Subtypen und deren differenziertere
Analyse konnten in den Jahren 2007 und 2008 bei EMT-Tagungen in Polen und den
USA drei verschiedene Untergruppen klassifiziert werden.

Typ 1 EMT

Die Typ 1 EMT ist in der Organentwicklung sowie in einem frithen Stadium der Em-
bryogenese von Bedeutung und betrifft z.B. die Ausbildung der Keimblatter (Gastru-
lation) und der Neuralleiste [96,99]. Letzteres ist entscheidend fiir die Entstehung des
peripheren Nervensystems. Sowohl in der Embryogenese als auch der Organentwick-
lung entstehen dabei aus primitiven Epithelzellen mesenchymale Zelltypen [100]. Diese
besitzen die Eigenschaft zu migrieren und sind somit essentiell fiir die fortschreitende
Entwicklung eines Embryos. Sind die migrierenden Zellen am Zielort angelangt, kénnen
sie sich iiber eine MET wieder in epitheliale Zellen umwandeln und entsprechend neues
Epithelgewebe ausbilden. Dieser Vorgang wiederholt sich wéhrend der gesamten Ent-
wicklung eines Embryos mehrfach.

Typ 2 EMT

Die Typ 2 EMT wird mit der Wundheilung, der Organfibrose! und der Regeneration von
Gewebe assoziiert. Er wird auch als ,,epithelial-fibroblastoide Transition* bezeichnet, da
hierbei Fibroblasten die Zielzellen darstellen [100]. Ausgelost wird dieser Prozess von
Entziindungszellen oder -signalen. Neben Epithelzellen der verschiedenen Organgewebe
konnen sich auch Endothelzellen in Fibroblasten entwickeln. Zunéchst bilden sich Zellen,
die sowohl epitheliale als auch mesenchymale/fibroblastoide Marker aufweisen. Diese,
durch partielle EMT entstandenen Zellen, kénnen durch das Epithelgewebe und die
darunterliegende Basalmembran in das defekte Gewebe einwandern, wo sie schlieflich
einen ganzheitlich fibroblastoiden Phénotyp annehmen [96]. Im Gegensatz zum ersten
Typ hélt dieser Prozess nur so lange an, bis die auslosende Entziindung geheilt oder das
beschidigte bzw. abgestorbene Gewebe ersetzt wurde [96]. Im Falle einer Fibrose kann
es jedoch auch zu einer dauerhaften EMT und somit zu Organschéden kommen [101].

!Organfibrose ist die krankhafte Vernarbung von Organen
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Typ 3 EMT

Die dritte Untergruppe der epithelial-mesenchymalen Transition ist Teil der Krebs-
bildung in epithelialen Geweben. Durch das Auftreten einer Typ 3 EMT entstehen
bosartige Tumore, welche zudem Metastasen im gesamten Korper bilden kénnen. Vor-
aussetzung fiir den kanzerogenen Ubergang von epithelialen zu mesenchymalen Zellen
ist eine genomische Verdnderung, wie sie bei Krebszellen auftritt. Typischerweise wer-
den Zellen mit fibroblastoidem/mesenchymalem Phénotyp am Rand von bosartigen,
priméren Tumoren beobachtet. Diese Zellen exprimieren mesenchymale Marker wie Vi-
mentin, ACTA2 («-smooth muscle actin) und FSP1 (Fibroblast-specific protein 1). Die
Expression von typischen epithelialen Markern wie E-Cadherin geht hingegen zuriick
[96]. Indem die mesenchymalen Krebszellen zusétzlich verschiedene Wachstumsfaktoren,
wie z.B. TGF-3, PDGF und bFGF, sekretieren, dienen sie den epithelialen Krebszellen
auch als Feeder-Zellen [102]. Die Krebszellen mit mesenchymalem Charakter besitzen
ebenfalls die Eigenschaft zu migrieren. Uber die Blutbahn gelangen sie so in andere
Bereiche des Korpers und kénnen dort mittels MET Metastasen, sogenannte sekundére
Tumore, bilden.

Zwar konnten somit erfolgreich drei Untergruppen der EMT anhand ihres Auftre-
tens und der resultierenden Zellen bestimmt werden, eine Einteilung anhand von Gen-
expressionsdaten ist hingegen sehr schwer. Die meisten beteiligten Gene werden bei
allen Subtypen hoch- bzw. herunterreguliert. So spiegelt sich der Abbau der interzel-
luldiren Adhésions-Komplexe als zentraler Bestandteil der EMT auf molekularer Ebene
in der Reduktion des Zelladhésionsproteins E-Cadherin, den Proteinen der Extrazel-
luldrmatrix Laminin 1 und Kollagen IVl sowie Zytokeratinen und ZO-1 wider. Me-
senchymale Marker, wie z.B. Vimentin, Fibronektin, ACTA2 und FSP1 werden dagegen
generell hochreguliert. Ebenso nimmt die Expression der EMT-Mediatoren Slug, Snail,
Twist und ZEB1 zu.

Derzeit konnen nur wenige Typ-spezifische Gene bzw. Gene, die einen EMT-Subtyp
ausschlieffen lassen, genannt werden. Da dies ein sehr breit gefachertes Forschungsge-
biet darstellt und die Unterteilung in drei Subtypen nur wenige Jahre zuriick liegt, kann
es gut moglich sein, dass einige Korrelationen zwischen Genen und EMT-Untergruppe
noch nicht bekannt sind. Tabelle 1.1 gibt Aufschluss iiber einige hidufig genannte und
nachweislich bei der EMT hoch- oder herunterregulierte Gene. Soweit bekannt, wurden
diese den EMT-Subtypen zugeordnet.

1.4.1 Generierung von iPS-MSC ist eine EMT

Induzierte pluripotente Stammzellen gehoren ebenso wie die embryonalen Stammzellen
zu der Gruppe der Epithelzellen. Aufgrund dessen sowie der Tatsache, dass sich pluri-
potente Stammzellen in alle Zelltypen des jeweiligen Organismus differenzieren lassen,
ist es naheliegend, dass es sich bei der in vitro-Differenzierung von iPSC zu MSC um
eine Typ 1 EMT handelt. Bei diesem Subtyp werden ausgehend von pluripotenten
(epithelialen) Zellen mesenchymale Zelltypen ,produziert”, vergleichbar mit der em-
bryonalen Entwicklung. Gegen eine Typ 2 EMT spricht, dass bei dieser normalerweise
gewebespezifische Epithelien und keine Stammzellen als Ausgangszellen dienen. Ebenso
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Tabelle 1.1: Liste der hoch- und herunterregulierten Markergene, welche mit dem Vorgang der EMT
assoziiert werden. Wenn eine Zuordnung zu einem der drei EMT-Subtypen bekannt ist, wurde diese
aufgelistet. ACTA2: o-smooth muscle actin, CDH1: E-Cadherin, CDH11: OB-Cadherin, CDH2: N-
Cadherin, CLDN3/7: Claudin 3 bzw. 7, COL1A1: Kollagen Iacl, COL3A1: Kollagen ITIxl, COL4A1:
Kollagen IVx1, FOXC2: Forkhead box protein C2, FN1: Fibronektin, FSP1: Fibroblast-specific protein
1, GSC: Goosecoid, LEF-1: Lymphoid enhancer-binding factor 1, MMP2/9: Matrix metallo-peptidase 2
bzw. 9, OCLN: Occludin, PDGFRA: platelet-derived growth factor receptor «, SNAI1: Snail, SNAT2:
Slug, TWIST1: Twist, VIM: Vimentin, ZEB2: Zinc finger E-box binding homeobox 2, ZO-1/TJP1:
Zonula Occludens Protein 1/Tight Junction Protein 1.

Markergen EMT-Typ Quelle
hochregulierte Gene

ACTA2 2,3 [96,100]

CDH11 3 [100]

CDH2 1,2,3 [100,103,104]
COL1A1 1,2,3  [96]

COL3A1 1,2,3  [96]

FN1 1,2,3 [100,103]
FOXC2 1,2,3 [96,100,103]
FSP1 1,2,3 [96, 100]

GSC 1,2,3 [96,100]

LEF-1 1,2,3  [100]

MMP2 [105-107]
MMP9 (106, 107]
PDGFRA [105]

SNAI1 1,2,3 [96,100,103,108]
SNAI2 1,2,3 ]96,100,103,108]
TWIST1 1,2,3 [96,100,103,108]
VIM 1,2,3 [96,100, 103]
7ZEB2 3 [103, 106]
herunterregulierte Gene

CDH1 1,2,3  [96,100,103]
CLDN3 [105]

CLDN7 [105]

COL4A1 1,2,3  [100]

Laminin 1 1,2,3  [100]

OCLN [105] [109]
Z0O-1/TJP1 1,2,3  [100]
Zytokeratin 1,2,3  [100]

ist eine Typ 3 EMT unwahrscheinlich. Bei diesem Subtyp wiirden maligne Karzinome
anstatt der gewiinschten iPS-MSC generiert werden. Sowohl der Generierungsmecha-
nismus von iPS-MSC als auch die drei EMT-Untergruppen sind sehr komplex und
bis heute noch nicht vollstéandig aufgekléart. Die Tatsache, dass es sich bei der in vitro-
Differenzierung von ESC und iPSC zu MSC um eine epithelial-mesenchymale Transition
handelt, scheint allgemein anerkannt zu sein [110]. 2007 konnten Ullmann et al. zeigen,
dass sich in Feeder-freien ESC-Kulturen am Rand der Kolonien {iber eine spontane EMT
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1 Finleitung

Zellen mit mesenchymalem Charakter bilden [111]. Weitere Experimente unterschiedli-
cher Forschergruppen konnten zeigen, dass wihrend der Differenzierung pluripotenter
Stammzellen in mesenchymale Richtung eine Expressionsabnahme typischer epithelia-
ler und pluripotenter Marker (z.B. OCT4, SOX2, NANOG, E-Cadherin, Claudin, Oc-
cludin) und eine Expressionssteigerung typischer EMT-Marker (SNAI1 (Snail) und 2
(Slug), TWIST, ZEB1 und 2, CDH2, MMP2 und 9) auftraten [89, 104,105, 112]. Zu-
dem wiesen die generierten iPS-MSC klassische MSC-assoziierte Marker (CD44, CD73,
CD90 und CD105) auf. Schlielich beschrieben Chen et al. die Differenzierung von ESC
zu mesenchymalen oder Fibroblasten-dhnlichen Zellen als einen Prozess, der dem EMT
Typ 1 wiahrend der Embryogenese dhnelt [104].

Als allgemeine Ausloser einer epithelial-mesenchymalen Transition gelten vor al-
lem Expressions- und Verteilungsénderungen verschiedener Wachstumsfaktoren (bFGF,
PDGF, EGF und TGF-f3) und Transkriptionsfaktoren (Snail, Twist). Wie in Abschnitt
1.3 beschrieben, werden insbesondere diese Wachstumsfaktoren haufig verwendet, um
eine Differenzierung von induzierten pluripotenten zu mesenchymalen Stammzellen ein-
zuleiten.
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2 Zielsetzung der Arbeit

Wie in Kapitel 1 erldautert wird den induzierten pluripotenten Stammzellen ein grofies
Potential zur Anwendung in der Regenerativen Medizin zugesprochen. Insbesondere
bieten sie eine potentiell unendliche Proliferations- und Differenzierungskapazitit sowie
die Moglichkeit, als autologe Zellen fiir die Regeneration verschiedenster Gewebe einge-
setzt zu werden. Im Rahmen der vorliegenden Dissertation soll daher untersucht werden,
inwieweit iPSC als alternative Zellquelle fiir MSC und zur Erzeugung mesenchymaler
Zelltypen geeignet sind. Zudem soll der Differenzierungsprozess vom pluripotenten zum
multipotenten Stadium genauer untersucht werden.

Wichtig fiir die Verwendung induziert pluripotenter Stammzellen verschiedenen Ur-
sprungs und Alters ist, dass sie alle die gleichen Eigenschaften sowie einheitliche Diffe-
renzierungspotentiale besitzen. Im ersten Teil dieser Arbeit sollten daher gepriift wer-
den, ob die verschiedenen uns zur Verfiigung gestellten iPSC-Populationen eine gleich-
bleibende Qualitéit aufweisen. Dazu wurden charakteristische Pluripotenzmarker auf
mRNA- und Protein-Ebene in iPSC unterschiedlichen Alters und Ursprungs analysiert.
Verwendet wurden ausschlieSlich humane iPSC, welche aus Endothelzellen aus dem Na-
belschnurblut, aus hdmatopoetischen Stammzellen oder Vorhautfibroblasten mit Hilfe
der Thomson-Faktoren (OCT4, SOX2, NANOG und LIN28) lentiviral reprogrammiert
wurden.

Da iPSC jedoch onkogen sind, kénnen sie nicht direkt transplantiert werden. Werden
sie jedoch zu mesenchymalen Stammzellen differenziert, bieten sie ein breites Spektrum
an Einsatzmoglichkeiten. In den letzten Jahren haben sich insbesondere zwei Metho-
den fiir die Generierung dieser iPS-MSC herauskristalliert: Die Monolayer- und die
Embryoid Body-Methode. Der zweite Teil dieser Arbeit befasst sich daher mit der Dif-
ferenzierung von iPSC zu MSC mittels ML- und EB-Methode. Beide Methoden sollten
in Bezug auf deren Handhabung und Kosten der Durchfithrung sowie die Qualitét
und Homogenitét der resultierenden Zellen bewertet werden. Um letzteres bewerten zu
kénnen, wurden die generierten iPS-MSC mit nativen MSC des Knochenmarks vergli-
chen. Hierfiir wurden typische MSC-Marker auf mRNA- und Protein-Ebene analysiert
sowie die adipogenen, osteogenen und chondrogenen Differenzierungskapazititen mit
denen der hBMSC verglichen.

Neben dem Vergleich der Generierungsmethoden von iPS-MSC ist auch der Diffe-
renzierungsprozess selbst von grofiem Interesse. Durch dessen néhere Analyse sollten
Optimierungsmoglichkeiten entwickelt und getestet werden. Der dritte und letzte Teil
dieser Arbeit befasst sich daher mit verschiedenen Modifizierungen beider Differenzie-
rungsmethoden. Im Hinblick auf eine klinische und vor allem autologe Anwendung der
iPS-MSC standen hierbei die Verkiirzung der benotigten Generierungszeit sowie die
Qualitatssteigerung der resultierenden iPS-MSC im Mittelpunkt.
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3 Methoden

In den folgenden Abschnitten werden die angewandten Methoden erldutert und deren
Durchfithrungen beschrieben. Listen aller verwendeten Gerite, Materialien und Hilfs-

mittel sowie die Zusammensetzungen von selbst angesetzten Puffern, Losungen und
Medien sind im Anhang aufgefiithrt (Abschnitte A.1 bis A.3).

3.1 Ethikerkldrung

Fiir diese Arbeit wurden hBMSC aus Knochenmarkproben von Spendern verwendet,
die eine Erkrankung des Bewegungsapparates aufwiesen. Das Knochenmark war von
der Erkrankung jedoch nicht betroffen und wurde an der Medizinischen Hochschule
Hannover mittels Beckenkammpunktion im Zuge des geplanten chirurgischen Eingrif-
fes gewonnen. Das Ethische Komitee der Medizinischen Hochschule Hannover hat die
Verwendung der Proben zu Forschungszwecken genehmigt (Antrag 2562 und 565). Von
allen Spendern liegt eine schriftliche Einwilligung vor. Zudem wurden alle personenge-
bundenen Daten anonymisiert.

3.2 Zellkultur

Die humanen Zellen aller im Folgenden beschriebenen Kultivierungs- und Differenzie-
rungsexperimente wurden in einem Inkubator bei 37 °C, 5 % CO, und einer Luft-
feuchtigkeit von 85 % kultiviert. Alle Arbeiten mit den Zellkulturen wurden an einer
Reinraumwerkbank und mit sterilen Materialien durchgefiihrt. Konfluenz und Morpho-
logien der Kulturen wurden regelméflig am Phasenkontrastmikroskop untersucht.

3.2.1 Aufreinigung und Kultivierung von humanen MSC aus
Knochenmark

Die mesenchymalen Stammzellen wurden mittels Dichtegradientenzentrifugation und
anschliefender Plastikadhésion aus Knochenmarkaspiraten isoliert. Dazu wurden die
frisch entnommenen und mit Heparin versetzten Proben mit dem dreifachen Volumen
an Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS) vermischt. Um eventuell enthaltene Gewe-
bereste zu entfernen, wurde die Losung tiber ein Zellsieb (100 pm Porendurchmesser)
filtriert. In 50 mL-Zentrifugenréhrchen wurde anschliefend Biocoll-Losung vorgelegt
und diese vorsichtig mit dem doppelten Volumen an Zellsuspension iiberschichtet. Die-
se wurden 30 Minuten (min) bei 500 x g und ohne Bremse zentrifugiert.

Die Biocoll-Losung enthilt das Polymer Polysucrose und weist mit 1,077 g/mL ei-
ne hohere Dichte als Wasser (ca. 0,998 g/mL bei 20 °C) oder wéssrige Losungen auf.
Durch die Zentrifugation werden die Bestandteile der Zellsuspension nach ihrer Dichte
aufgetrennt (sieche Abbildung 3.1). Die roten Blutzellen sinken nach unten, dariiber bil-
det sich eine Schicht mit Granulozyten und zwischen der darauf folgenden Biocoll- und
der abschliefenden Plasma-Schicht befindet sich die Interphase. Diese Phase enthélt die
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Knochenmark
verdlinnt mit PBS

G Biocoll

N

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der Aufreinigung von MSC aus verdiinnten Knochenmark-
aspiraten mittels Dichtegradientenzentrifugation und unter Verwendung der Trennlésung Biocoll.

Plasma

Zentrifugation
30 min, 500 x g

mononukleére Zellen

Biocoll

Granulozyten
Erythrozyten

mononukledren Zellen, darunter auch die mesenchymalen Stammzellen. Mit Hilfe einer
langen Pasteurpipette wurde diese Schicht abgenommen und mit dem gleichen Volumen
an PBS vermischt. Die Suspension wurde 5 min bei 500 x g zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen und das Zellpellet in MSC-Wachstumsmedium (MSC-GM) resuspendiert.
Diese Zellsuspension wurde anschlieBend in eine passende Zellkulturflasche iiberfiihrt
(sieche Tabelle 3.1) und als Passage 0 definiert.

Tabelle 3.1: Auswahl der Zellkulturflasche zur Aussaat der mittels Dichtegradientenzentrifugation
ausfgereinigten mononukleéiren Zellen (inkl. hBMSC) in Abhéngigkeit von der Anzahl der Gradienten.

Anzahl der Wachstumsflache der
Gradienten Zellkulturflasche / cm?
1 75
2 175
4 300

Am darauffolgenden Tag wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt, danach alle drei
bis vier Tage. Die hBMSC adhérieren am Flaschenboden, andere mononukleére Zellen
aus der Interphase wurden durch die Mediumwechsel entfernt. Erreichte eine Zellkultur
eine Konfluenz von etwa 70 %, wurde diese passagiert. Dazu wurde das Kulturmedium
abgenommen und die adhérierten Zellen vorsichtig mit PBS gewaschen. Anschlieend
wurden die Zellen mit 0,05 % Trypsin/0,02 % EDTA-Losung iiberschichtet (Volumina
entsprechend Tabelle 3.2) und etwa 5 min bei 37 °C inkubiert, bis sich die Zellen
durch leichtes Klopfen gegen die Zellkulturflasche vom Boden 16sten. Um das Trypsin
zu neutralisieren, wurden die Zellen in MSC-GM suspendiert. Die Zellzahl wurde mit
Hilfe einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer bestimmt. Danach wurden die Zellen mit 2.000
Zellen pro cm? wieder Wachstumsfliche ausgesiit.

3.2.2 Gelatinieren von Zellkulturflaschen und -platten

Bei der Differenzierung von iPSC zu MSC und der Verwendung von iPS-MSC-Medium
wurden die verwendeten Zellkulturflaschen und -platten zuvor mit Gelatine B beschich-
tet. Dazu wurde eine 2 %ige sterile Gelatine-Losung bei 37 °C im Wasserbad verfliissigt.
Die Kulturschalenoberfliche wurde anschlieBend mit 100 uL Gelatine-Losung pro cm?
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Tabelle 3.2: Volumina der zum Passagieren von hBMSC verwendeten Losungen in Abhéngigkeit von
der ausgehenden Wachstumsfléche in den Zellkulturflaschen.

\f}l\/.'fichstums-z PBS / mL Try"psin/ EDTA-  yisc.eM / mL
dche / cm Losung / mL

300 20 5 15

175 10 3 12

75 5 2 8

25 2 1 4

Grundfliche bedeckt und mindestens 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Anschlieend wur-
de die iiberschiissige Losung abgenommen und die Kulturschalenoberflache einmal mit
100 uL PBS pro cm? gewaschen. Um die Gelatine-Schicht vor dem Austrocknen zu
schiitzen, wurde das PBS erst direkt vor der Aussaat der Zellen wieder entfernt.

3.2.3 Differenzierung von iPSC zu iPS-MSC und deren
Kultivierung

Die humanen induzierten pluripotenten Stammzellen wurden in der Arbeitsgruppe von
Herrn Prof. Dr. Ulrich Martin und Dr. Robert Zweigerdt an der Medizinischen Hoch-
schule Hannover aus Gewebezellen unterschiedlichen Ursprungs generiert (vergleiche
Tabelle 3.3). Die Reprogrammierung wurde mittels lentiviraler Uberexpression der
, Thomson-Faktoren“ (OCT4, SOX2, NANOG und LIN28) induziert und die erhal-
tenen iPSC auf bestrahlten embryonalen Maus-Fibroblasten (im Folgenden auch als
Feeder-Zellen bezeichnet) in 6-Loch-Platten kultiviert. Fiir alle Experimente, die die
Differenzierung von iPSC zu MSC beinhalten, wurden die iPSC zuvor fiir zwei Pas-
sagen auf MatrigelTM (im Folgenden: Matrigel) kultiviert. Somit sollte ausgeschlossen
werden, dass die Feeder-Zellen selbst oder die von ihnen sekretierten Faktoren die Diffe-
renzierung oder die parallel durchgefiihrten Analysen beeinflussen. Diese iPSC wurden
in die eigenen Labore transportiert und dort weiter kultiviert. Die verwendeten iPSC-
Populationen sind in Tabelle 3.3 aufgefiihrt.

Tabelle 3.3: Informationen zu den verwendeten iPS-Zelllinien. Die Abkiirzungen geben die im
Text genutzten Bezeichnungen an. Als Reprogrammierungs-Vektoren wurden die ,, Thomson-Faktoren*
(OCT4, SOX2, NANOG und LIN28) verwendet.

Zelllinie Abkiirzung Ursprungsgewebe Klon

hCBiPSC2 hCB-iPSC Endothelzellen aus 2
Nabelschnurblut

HSC_F1285_T-1PS2 hHSC-iPSC Hématopoetische 1285
Stammzellen

hFF-1-1PS4 hFF-iPSC Vorhaut-Fibroblasten 4

Zur Generierung von iPS-MSC wurden zwei verschiedene Methoden angewandt: die
ML-Methode und die EB-Methode. Beide Methoden sind an die Differenzierungen von
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Lai et al. und Lian et al. angelehnt [80,95]. Abbildung 3.2 gibt einen schematischen
Uberblick iiber beide Methoden. Deren Durchfiithrungen werden in den folgenden Ab-
schnitten 3.2.3.1 und 3.2.3.2 néher erldutert.

ML-Kultur iber mehrere Passa-
gen in gelatinierten Flaschen

bFGF
<>/' ML-Methode \

iPSC-Kultur auf Matrigel EB-Methode / MSC-ahnliche
ML-Kultur
bF({\

F’DEG(?»:AE
D —

Suspensions- EBs adharieren an gelatinier-
Kultur (7 Tage) tem Flaschenboden (7 Tage)

Abbildung 3.2: Schematische Gegeniiberstellung der Monolayer- (oben) und der Embryoid Body-
Methode (unten) zur Differenzierung von iPSC zu MSC.)

3.2.3.1 Monolayer-Methode

Fiir die ML-Methode wurden anndhernd konfluent gewachsene iPSC mit 1 mL. PBS
pro Loch (einer 6-Loch-Platte) gewaschen und mit je 500 pL 0,05 % Trypsin/0,02 %
EDTA-Loésung bei Raumtemperatur (RT) inkubiert, bis sich die Zellen vom Kulturbo-
den gelost haben (2-3 Minuten). Anschlieffend wurden 500 puL iPS-MSC-Medium mit
10 uM Rho-Kinase-Inhibitor (ROCK-Inhibitor) zugegeben und die Zellen zwei- bis drei-
mal vorsichtig hoch und runter pipettiert, um eine Zellsuspension mit moglichst vielen
Einzelzellen zu erzeugen. Diese Zellsuspension wurde in ein 15 ml-Zentrifugenréhrchen
iiberfithrt und bei 200 x g 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen,
die Zellen vorsichtig in iPS-MSC-Medium mit ROCK-Inhibitor resuspendiert und an-
schliefend mit 15.000 Zellen pro cm? in gelatinierten Zellkulturflaschen ausgesiit. Alle
drei bis vier Tage wurde ein Mediumwechsel vorgenommen, wobei iPS-MSC-Medium
ohne ROCK-Inhibitor-Zusatz verwendet wurde. Bei einer Konfluenz von 70 bis 80 %
wurden die Zellen passagiert. Dazu wurde das Medium abgesaugt, der Zellrasen einmal
mit PBS gewaschen und mit 0,05 % Trypsin/0,02 % EDTA-Losung iiberschichtet (Vo-
lumina entsprechend Tabelle 3.2). Die Zellen wurden so lange bei 37 °C inkubiert, bis
sich diese durch leichtes Klopfen an den Flaschenrand vom Boden l6sten. Anschlieflend
wurden sie wie zuvor beschrieben in Medium suspendiert, gezéhlt und wieder ansgesét.
Sowohl die Verwendung von ROCK-Inhibitor im Medium als auch die Aussaatdichten
waren abhéngig von der Passage, in der sich die Zellen nach dem Passagieren befanden.
Grund dafiir ist die hohe Sensitivitdt der Einzelzellen in Suspension. Mit zunehmender
Passage und der damit fortschreitenden Differenzierung werden die iPS-Zellen stabi-
ler und benétigen weniger bzw. kein ROCK-Inhibitor mehr zur Stabilisierung. Zudem
konnten die Zellen mit immer geringerer Zelldichte ausgesét werden. Im Rahmen der
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Vorversuche hatten sich die in Tabelle 3.4 aufgefiihrten Zelldichten und dem Medium
zugegebenen ROCK-Inhibitor-Konzentrationen als geeignet herausgestellt und wurden
standardméfig bei der Differenzierung mittels ML-Methode verwendet.

Tabelle 3.4: Ausgesite Zelldichten und verwendete ROCK-Inhibitor-Konzentrationen wéhrend der
Differenzierung von iPSC zu MSC mittels ML-Methode. Diese waren abhéngig von der Passage der
ausgesiten Zellen

Passage Zelldichte ROCK-Inhibitor
/ Zellen pro cm? / uM
1 15.000 10
2 10.000 10
3 8.000 10
4 7.000 5
5 5.000 5
6 3.000 5
> 7 2.000 -

3.2.3.2 Embryoid Body-Methode

Die annihernd konfluent gewachsenen iPS-Zellen wurden mit je 1 mL PBS pro Loch
(einer 6-Loch-Platte) gewaschen und anschlieBend mit je 1 mL iPS-MSC-Medium iiber-
schichtet. Mit Hilfe eines Zellschabers wurde der Zellrasen abgekratzt, wodurch sich
unregelméflig grofle, lose im Medium schwimmende Embryoid Bodies bildeten. Diese
wurden in Petrischalen fiir Suspensionskulturen iiberfiithrt, wobei je Loch eine Petri-
schale verwendet wurde. In jede Schale wurden weitere 2 mLL Medium zugegeben und
die Zellen sieben Tage als Suspension kultiviert. An Tag 2 oder 3 und an Tag 5 wurde
das Medium gewechselt. Dafiir wurde jeweils die Suspension einer Petrischale vorsich-
tig in ein 15 ml-Zentrifugenréhrchen tiberfithrt und kurz (2 bis 3 min) bei 200 x g
zentrifugiert. Das Medium wurde mit Hilfe einer Pipette abgenommen, ohne einzelne
EBs mitzunehmen. Ein kleiner Rest, ca. 500 uL, Medium verblieb im Rohrchen. Die
EBs wurden anschliefend mit 3 mL frischem iPS-MSC-Medium wieder in Petrischalen
iiberfiihrt.

An Tag 7 der Differenzierung wurden die EBs wie oben beschrieben in Zentrifugen-
rohrchen {iberfiihrt und das Medium abgenommen. Je Rhrchen wurden die Zellen mit
5 mL frischem Medium in eine gelatinierte T25-Zellkulturflasche gegeben und fiir weitere
sieben Tage kultiviert. Ein Mediumwechsel wurde an Tag 9 oder 10 und 12 durchgefiihrt.
Das Medium wurde dabei mit einer 10 mL-Pipette vorsichtig abgenommen, so dass keine
EBs aus der Flasche entfernt wurden, und neues Medium zugegeben.

An Tag 14 der Differenzierung wurden zunéchst die schwimmenden und adhérierten
EBs mit Hilfe einer Pasteurpipette entfernt. Die herausgewachsenen Zellen wurden mit
PBS gewaschen und mit 1 mL 0,05 % Trypsin/0,02 % EDTA-Losung pro T25-Flasche
bei 37 °C inkubiert, bis sich die Zellen bei leichtem Klopfen gegen die Flasche abgelost
haben. AnschlieBend wurden die Zellen mit iPS-MSC-Medium vorsichtig abgespiilt und
in einem geeignetem Zentrifugenrchrchen gesammelt. Die Zellzahl wurde mittels Fuchs-
Rosenthal-Zéahlkammer bestimmt und die Zellsuspension bei 200 x g fiir 5 min zentri-
fugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, die Zellen in iPS-MSC-Medium resuspendiert
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und in geeigneten gelatinierten Zellkulturflaschen mit 5.000 Zellen pro cm? wieder aus-
gesit. Ein Mediumwechsel erfolgte alle drei bis vier Tage. Bei einer Konfluenz von 70
bis 80 % wurden die Zellen erneut passagiert. Ab dieser zweiten Passage wurden die
Zellen mit 2.000 Zellen pro cm? ausgesit und ab der 3. Passage wurde MSC-Medium
verwendet.

3.2.4 Einfrieren und Auftauen von MSC und iPS-MSC

Zum Einfrieren wurden MSC und iPS-MSC mit PBS gewaschen, mit Trypsin abgelost
und die Zellzahl bestimmt (siehe oben). Danach wurde die Zellsuspension 5 min bei
200 x g zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und die Zellen in 1 mL Kryokonser-
vierungsmedium je 10° Zellen resuspendiert. Fiir MSC und iPS-MSC, die zuvor mit
MSC-Medium kultiviert wurden, setzte es sich aus 95 % FCS und 5 % Dimethylsul-
foxid zusammen. Fiir iPS-MSC, die zuvor mit iPS-MSC-Medium kultiviert wurden,
wurde anstelle des FCS Serum Replacement verwendet. AnschlieSfend wurden je 500
oder 1000 pL der Zellsuspension in geeignete Kryogefifle pipettiert und iiber Nacht bei
-80 °C eingefroren. Ab dem darauffolgenden Tag wurden die Zellen bei -150 °C gelagert.

Zum Auftauen wurden die Zellen im 37 °C warmen Wasserbad ziigig aufgetaut und
sofort in mit Medium vorbereitete Zellkulturflaschen iiberfithrt. Am darauffolgenden
Tag wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt, danach alle 3 bis 4 Tage.

3.2.5 Mesodermale in vitro-Differenzierung

Fiir die adipogene, osteogene und chondrogene Differenzierung wurden hBMSC und
iPS-MSC wie in Abschnitt 3.2.1 beschrieben und iPSC wie fiir die ML-Methode (Ab-
schnitt 3.2.3.1) abgelost.

3.2.5.1 Adipogenese und Osteogenese

Die Adipogenese und die Osteogenese wurden als Monolayer-Methode durchgefiihrt.
Dafiir wurden hBMSC und iPS-MSC mit 5.000 Zellen pro cm?, iPSC mit 30.000 Zel-
len pro cm? in 6-Loch-Platten ausgesit. Fiir letztere wurden die Platten grundsitzlich
gelatiniert. Sobald die jeweilige Kultur konfluent gewachsen war, fand ein Mediumwech-
sel zum entsprechenden Differenzierungsmedium (adipogenes bzw. osteogenes Medium)
statt. Wenn nicht anders beschrieben, wurden die Kontrollen ab diesem Zeitpunkt in
MSC-GM ohne bFGF (Kontrollmedium) kultiviert. Alle Kulturen wurden iiber vier
Wochen mit Differenzierungs- bzw. Kontrollmedium kultiviert, wobei das Medium alle
drei bis vier Tage gewechselt wurde.

3.2.5.2 Chondrogenese

Im Gegensatz zur Adipo- und Osteogenese wurde die Chondrogenese in einer 3D-Pellet-
kultur induziert. Dafiir wurden 250.000 hBMSC bzw. iPS-MSC oder 500.000 iPSC pro
Pellet verwendet. Zunéchst wurden die abgeldsten Zellen in ein 50 mL-Zentrifugenréhr-
chen iiberfithrt und 5 min bei 200 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt,
die Zellen in 10 mL chondrogenem Grundmedium resuspendiert und fiir die Differenzie-
rung und die Kontrollen in getrennte Zentrifugenrchrchen aufgeteilt. Die Zellen wurden
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erneut 5 min bei 200 x g zentrifugiert und der Uberstand wieder abgesaugt. Anschlie-
Bend wurden die Kontrollzellen in chondrogenem Kontrollmedium und die Zellen fiir
die Chondrogenese in chondrogenem Differenzierungsmedium resuspendiert. Je 250.000
(hBMSC, iPS-MSC) bzw. 500.000 (iPSC) Zellen wurden in 15 mL-Zentrifugenréhrchen
vorgelegt. Zum Pelletieren der Zellen wurden diese noch einmal wie zuvor zentrifugiert
und mit leicht aufgedrehten Rohrchen im Brutschrank inkubiert. Am folgenden Tag
wurde jedes Pellet durch leichtes schnipsen gegen das Rohrchen vom Boden gelést und
vorsichtig das Medium gewechselt. Danach wurde alle drei bis vier Tage ein Medium-
wechsel durchgefiihrt.

3.3 Histologische Farbungen

Um differenzierungsspezifische histologische Farbungen durchzufiihren, wurden die als
Monolayer kultivierten Zellen zunéchst mit para-Formaldehyd (PFA) fixiert und an-
schliefend mit verschiedenen Férbelosungen inkubiert. Alle Ergebnisse wurden am Mi-
kroskop fotografisch festgehalten.

3.3.1 PFA-Fixierung

Mit der PFA-Fixierung wird ein vorliegender Zustand von Zellen festgehalten sowie
postmortale Verfallserscheinungen unterbunden. PFA vernetzt iiber Aminogruppen
Oberflachenproteine miteinander und fixiert so die Zellstrukturen.

Fiir die Fixierung wurde das Medium iiber den Zellen abgesaugt. Die Zellen wurden
einmal mit PBS gewaschen und anschlieBend 30 min mit 4 %iger [w/v] PFA-Losung
bei 4 °C inkubiert. Anschlielend wurde die Fixier-Lésung abgenommen und die Zellen
dreimal mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit PBS bedeckt und bei 4 °C gelagert.

3.3.2 Histologischer Nachweis der osteogenen Differenzierung

Der Nachweis der osteogenen Differenzierung beruht auf der Tatsache, dass Osteoblas-
ten Hydroxylapatit (Cas(POy4)3(OH)), ein Calciumphosphat, in die extrazelluldre Ma-
trix einlagern. Die darin gebundenen Phosphat- und Calciumionen koénnen spezifisch
mit der Von Kossa- und der Alizarin Rot-Farbung nachgewiesen werden

Von Kossa-Farbung

Die von Kossa-Farbung ist wohl die bekannteste histologische Farbung osteogen diffe-
renzierter Zellen [113]. Zur Farbung wird eine Silbernitrat (AgNOj)-Losung verwendet.
Die Silberionen reagieren mit der phosphatreichen mineralisierten Extrazellularmatrix,
genauer mit dem Hydroxylapatit, und es entsteht gelbes Silberphosphat (AgzPOy).
Unter Lichteinfluss wird dieses allerdings schnell zersetzt und elementares Silber wird
gebildet, wodurch die typisch braun-schwarze Farbung zustande kommt.

Vor der Farbung wurden die fixierten Zellen dreimal mit demineralisiertem Wasser
gewaschen. Diese wurden fiir 10 min bei RT mit 5 %iger [w/v] Silbernitrat-Losung
inkubiert und anschliefend erneut dreimal mit demineralisiertem Wasser gewaschen.
Die Platten wurden so lange bei Tageslicht stehen gelassen, bis sich die Farbung nicht
weiter verdnderte.
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Alizarin Rot-Farbung

Auch mit dieser Methode kann die Mineralisierung der Extrazelluldrmatrix nachgewie-
sen werden. Das Farbemittel Alizarin S gehort zu den Anthrachinonen und bildet mit
Metallionen stabile und farbintensive Komplexe. In diesem Fall bildet sich ein roter
Komplex mit den Ca?*-Ionen des Hydroxylapatits.

Fiir die Farbung wurde eine 2 %ige [w/v] Alizarin S-Losung in Wasser hergestellt. Die-
se wurde mit 1 M Natronlauge auf einen pH-Wert von 9,5 eingestellt und anschlieSend
filtriert. Die fixierten Zellen wurden dreimal mit demineralisiertem Wasser gewaschen
und fiir 10 min bei RT mit der Farbelosung inkubiert. Nach dreimaligem Waschen wur-
den die Zellen mit demineralisiertem Wasser bedeckt und fiir mindestens eine Nacht bei
4 °C stehen gelassen, damit auch eingeschlossene Farbe wieder austreten konnte. Am
néchsten Tag wurde erneut das Wasser gewechselt.

3.3.3 Histologischer Nachweis der adipogenen Differenzierung

Spezifisch fiir Fettzellen sind die Lipid Droplets (LDs) oder Fett-Vakuolen im Zell-
plasma. Diese enthalten iiberwiegend Triacylglyceride und kénnen spezifisch angefiarbt

werden. Zum Nachweis der adipogenen Differenzierung wurden der Diazofarbstoff Oil
Red O und der Fluoreszenzfarbstoff BODIPY 493/503 verwendet.

Oil Red O-Farbung

Oil Red O ist ein fettloslicher roter Diazofarbstoff. Dieser bindet an Triacylglyceri-
de und andere Fettséduren, wodurch die LDs als rote Vakuolen sichtbar werden [114].
Die Férbelosung wurde aus 5 mg Oil Red O pro 1 mL 60 %igem [v/v] iso-Propanol
hergestellt und anschliefend filtriert. Die fixierten Zellen wurden zweimal mit PBS ge-
waschen und anschliefend 25 min bei RT mit der Féarbelosung inkubiert. Danach wurde
die Losung abgenommen und die Zellen dreimal mit PBS gewaschen.

BODIPY-Farbung

BODIPY ist abgeleitet von Bordipyrromethen und steht fiir 4,4-difluoro-1,3,5,7,8-penta-
methyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene. Dies ist eine Gruppe von Fluoreszenzfarbstoffen,
die allgemein eine hohe chemische sowie photochemische Stabilitdt aufweisen. Auf-
grund ihrer sehr guten Fluoreszenzausbeute (bis 90 %) sind sie besonders als Bio-
marker geeignet [115,116]. Bei dem Nachweis einer adipogenen Differenzierung binden
die BODIPY-Molekiile an die Fettmolekiil der LDs. Dadurch wird ihr aromatische 7t-
Elektronensystems erweitert und das Absorptionsverhalten des Farbstoffes verdndert
sich so, dass Licht im griinen Bereich (510 nm) des sichtbaren Spektrums emittiert
wird. Der Farbstoff fluoresziert somit nur in gebundener Form und verursacht kaum
Hintergrundrauschen. Gegeniiber der zuvor beschriebenen Oil Red O-Féarbung stellt
dies einen deutlichen Vorteil dar. Zudem ist der hohere Kontrast von schwarz (Hinter-
grund) zu griin (LD) fiir das menschliche Auge besser zu erkennen als hellgelb/weif3
(Hintergrund) zu hellrot (LD) wie bei der Oil Red O-Farbung. Mit BODIPY lassen
sich daher auch sehr geringe Triacylglycerid-Mengen bzw. sehr kleine LDs nachweisen.

Um darzustellen, wie hoch der Anteil an differenzierten Zellen ist, wurde eine Ge-
genfiarbung mit DAPI durchgefiihrt. DAPI steht fiir 4’,6-Diamidin-2-phenylindol und ist
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ebenfalls ein Fluoreszenzfarbstoff. Das Farbmolekiil bindet an die DNA und fluoresziert
nach Anregung im blauen Bereich (460 nm) des sichtbaren Lichtspektrums.

Im abgedunkelten Raum wurde die Féarbelosung angesetzt, indem die
BODIPY 493/503-Stammlésung 1:1000 (Endkonzentration = 10 pM) und DAPT 1:2000
(Endkonzentration = 1 uM) in PBS verdiinnt wurden. Die differenzierten und fixierten
Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und anschliefend 5 min bei RT im Dunkeln
inkubiert. Die Farbelosung wurde abgenommen, die Zellen dreimal mit PBS gewaschen
und, falls notig, bis zur Dokumentation lichtgeschiitzt bei 4 °C aufbewahrt.

3.3.4 Histologischer Nachweis der chondrogenen Differenzierung

In der extrazelluldren Matrix von chondrogen differenzierten Zellen sind Glycosami-
noglykane eingelagert. Diese gehoren zu den sauren sulfatreichen Proteoglykanen und
lassen sich z.B. mit Alcianblau oder Safranin O nachweisen.

Da die chondrogene Differenzierung als Pelletkultur durchgefiihrt wurde, mussten die
Pellets vor dem Féarben in diinne Scheiben geschnitten werden. Dazu wurden diese zu-
néchst zweimal mit PBS gewaschen, in Einbettmedium eingebettet und auf Trockeneis
(ca. -80 °C) gelagert. Die Proben wurden im Kryostat eingespannt und auf ca. -20 °C
erwarmt. Es wurden Kryoschnitte mit einer Dicke von 5 - 8 pm angefertigt und auf
Adhésions-Objekttrager gezogen.

Alcianblau-Farbung

Alcianblau ist ein Kupferfarbstoff, der mit den Proteoglykanen in der Knorpelmatrix
reagiert und entsprechende Bereiche abhéngig vom pH-Wert spezifisch blau farbt [117,
118].

Zum Férben wurden 5 mg Alcianblau 8GX pro 1 mL 0,1 M HCI (Salzsdure, pH = 1)
gelost und diese mehrere Stunden bei RT geriihrt. Ungeloste Bestandteile wurden durch
Filtrieren entfernt und die Losung in eine Farbekiivette gefiillt. Die Objekttrager mit
den anhaftenden Schnitten wurden zunéchst durch mehrmaliges Tauchen in deminera-
lisiertes Wasser gewaschen. Anschliefend wurden sie in die Alcianblau-Losung getaucht
und darin 30 min bei RT inkubiert. Danach wurden die Proben so lange gewaschen, bis
die Proben keine blaue Farbe mehr an das Wasser abgaben.

Safranin O-Farbung

Safranin O ist ein kationischer Farbstoff, dessen Molekiile mit den Carboxyl- und Sul-
fonsduregruppen der Glykosaminoglykane reagieren. Die Bereiche, in denen letztere in
der Matrix eingelagert sind, werden mit Safranin O rot geféarbt.

Fiir die Farbung wurde eine 0,1 %ige [w/v]| Safranin O-Losung in demineralisier-
tem Wasser hergestellt, kurz geriihrt und anschliefend filtriert. Die Objekttriger mit
den anhaftenden geschnittenen Pellets wurden zunéchst durch mehrmaliges Tauchen
in demineralisiertes Wasser gewaschen. Danach wurden sie in die Safranin O-Losung
getaucht und darin 15 min bei RT inkubiert. AbschlieBend wurden die Proben so lange
mit Wasser gewaschen, bis keine Farbung der Waschlésung mehr zu erkennen war.
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3.4 Analytische Methoden
3.4.1 FCM und FACS

Bei der Durchflusszytometrie (FCM, engl. flow cytometry) handelt es sich um ein quan-
titatives Messverfahren, bei dem iiberwiegend Proteine auf der Zelloberfliche bestimmt
werden. Daneben lassen sich aber auch intrazelluldre Proteine, Peptide oder DNA de-
tektieren. Die Grundlage dieser Methode bildet eine Antigen-Antikérper-Reaktion. Es
werden spezifische Antikorper eingesetzt, die mit unterschiedlichen Fluorochromen mar-
kiert sind (Abbildung 3.3 A). Diese binden an das Antigen auf oder auch in der Zelle.
Mit dem Durchflusszytometer werden die Zellen anschliefend einzeln analysiert. Dieser
Vorgang ist schematisch in Abbildung 3.3 B dargestellt.

A Q

Zelle mit verschiedenen
Antigenen auf der Oberfldche

spezifische Antikérper mit
verschiedenen Fluorochromen

¢ Elektroden

FCM (nur Analyse)

FACS (Analyse und Zellsortierung)

Zelle, bei der die Antikérper negative posive
an die Antigene gebunden haben Zellen Zellen

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung durchflusszytometrischer Messungen. Das Prinzip beruht
auf einer Antigen-Antikorper-Reaktion (A). Mit Hilfe durchflusszytometrischer Methoden kénnen le-
bende Zellen entweder nur analysiert (FCM, B oben) oder auch zusétzlich sortiert werden (FACS, B
gesamt). FSC: Vorwértsstreulicht, SSC: Seitwértsstreulicht.

Zunéchst werden die Fluorochrome, die iiber den Antikorper an die Zelle gebun-
den sind, mit Hilfe eines Lasers bei einer spezifischen Wellenldnge angeregt. Anschlie-
Bend wird die Streuung des Lichts in Laserrichtung (Vorwértsstreulicht, FSC, engl.
forward scatter) und im 90°-Winkel dazu (Seitwértsstreulicht, SSC, engl. side scatter)
detektiert. Diese Werte geben Auskunft iber Grofie (FSC) und Granularitét (SSC) der
analysierten Zellen und sind unabhéngig von gebundenen oder nicht gebundenen An-
tikorpern. Die Daten werden meist in einem sogenannten Wolkendiagramm oder Dot
Plot gegeneinander aufgetragen (Abbildung 3.4 A). Hierbei stellt jeder Punkt genau eine
Zelle dar. Da jeder Zelltyp andere Eigenschaften beziiglich Grofle und Granularitét be-
sitzt und sich diese bei der beschriebenen Auftragung raumlich voneinander separieren
lassen, sind die Messungen der FSC- und SSC-Werte besonders in Mischpopulationen
von grofler Bedeutung. Ebenso kénnen lebende und tote Zellen unterschieden werden.
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Parallel zum SSC werden zusétzlich die Fluorochrom-spezifischen Emissionen analy-
siert. Im rechten Winkel zum Laserstrahl werden spezifische Wellenldngenbereiche mit
Hilfe von Spiegeln und Wellenlédngenfiltern detektiert (Abbildung 3.3 B). Alle Licht-
signale werden iiber mehrere Photomultiplier in elektronische Signale umgewandelt. Je
mehr Fluorochrom-markierte Antikérper an einer Zelle gebunden sind, desto grofier
ist die jeweils gemessene Fluoreszenzintensitidt (FI). Dabei weist jedes Fluorochrom
ein anderes Emmissionsmaximum auf. Liegen diese ausreichend separiert voneinander,
konnen Zellen auch auf mehrere Antigene gleichzeitig analysiert werden, sofern fiir die
Antikorper unterschiedliche Fluorochrome gebunden sind. Je nach Laseranzahl und
Gerit kann die Anzahl der (parallel) bestimmbaren Fluoreszenzen stark variieren.

(&) -
A 8 Gate B T .
by : positive
Zellen
negative
Zellen
FSC o
negative positive
D Zellen Zellen
C h Q2|a1 2
= o
>
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Q3|Q4
s
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Abbildung 3.4: Mdogliche Darstellungsformen durchflusszytometrischer Daten sind das Wolkendia-
gramm mit einer Auftragung des Seitwiirtsstreulichts (A) oder einer Fluoreszenzintensitit gegen das
Vorwirtsstreulicht (B) sowie mit der Auftragung zweier Fluoreszenzintensititen zueinander (C). Da-
neben eignet sich auch die Darstellung als Histogramm (D). In B-D sind nur die gegatete Population
aus A dargestellt. FSC: Vorwértsstreulicht, SSC: Seitwirtsstreulicht, FI: Fluoreszenzintensitét.

Fiir die Datenauswertung finden iiberwiegend die Auftragung als Wolkendiagramm
(Dot Plot) und als Histogramm Anwendung. Ersteres stellt wie bereits beschrieben je-
de detektierte Zelle als einzelnen Punkt dar. Dabei ist nicht nur die Auftragung von
FSC zu SSC interessant (Abbildung 3.4 A). Auch die Auftragung der relativen Fluo-
reszintensitit gegen das Vorwiértsstreulich (Abbildung 3.4 B) oder gegen die Intensitét
einer zweiten Fluoreszenz (Abbildung 3.4 C) kann hilfreich sein, wenn mehrere Popu-
lationen vorliegen. Zusétzlich kénnen durch geschicktes Setzen von sogenannten Gates
einzelne Zellpopulationen separat weiter analysiert werden. Bei dem in Abbildung 3.4 A
dargestellten Beispiel wird die Zellpopulation mit hohem FSC- aber kleinem SSC-Wert
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(groBe glatte Zellen) markiert (gegatet). Mit der Auftragung einer Fluoreszenzintensitét
gegen die ZellgroBe (FSC) lassen sich negative, schwach positive und stark positive Zell-
fraktionen beziiglich eines Fluoreszenzfarbstoffes und damit eines spezifischen Antigens
darstellen. Werden zwei Fluoreszenzen gegeneinander aufgetragen (Abbildung 3.4 C),
lassen sich auch doppelt positive (Q1), doppelt negative (Q3) oder einfach positive
Zellen (Q2, Q4) sichtbar. Die jeweiligen prozentualen Anteile kénnen ermittelt werden.

Im Gegensatz zu den verschiedenen Darstellungsarten eines Dot Plots ist in einem Hi-
stogramm immer die Zahl der Ereignisse gegen die relative Fluoreszenzintensitét eines
bestimmten Farbstoffes aufgetragen (Abbildung 3.4 D). Wie bei der Auftragung von FI
gegen FSC werden hierbei negative, schwach und stark positive Populationen deutlich.
Das Histogramm bietet allerdings den Vorteil, dass einfacher abgelesen werden kann,
welche Population anteilig stéirker vertreten ist. Oft ist auch eine Abgrenzung zweier

Populationen an dem Tal zwischen den beiden Maxima besser erkennbar als in einem
Dot Plot.

Wie bei jeder anderen Antikorper-Farbung sollte durch geeignete Kontrollen ein un-
spezifisches Binden des Antikorpers an die Zelle ausgeschlossen werden. Hierzu dienen
die Isotypkontrollen. Dies sind Proben, die mit einem nicht bindenden Antikérper inku-
biert werden. Zudem miissen die Kontrollantikorper vergleichbar zu den Testantikérpern
hergestellt worden sein und sowohl in den schweren Ketten (inklusive Untergruppen,
z.B. IgG und Untergruppe 1) als auch den leichten Ketten («, k) iibereinstimmen. In
der Darstellung der FCM-Ergebnisse als Histogramm werden meist die Emissionen von
Testantikorper und zugehoriger Isotypkontrolle iiberlagert dargestellt. Somit wiirde ein
falsch-positives Ergebnis aufgrund unspezifisch gebundener Antikérper direkt ersicht-
lich werden.

Eine besondere Variante der Durchflusszytometrie ist die Fluoreszenz-aktivierte Zell-
sortierung (engl. fluorescence-activated cell sorting), oder kurz FACS. Der Begriff FACS
ist urspriinglich ein Markenname der Firma Becton Dickinson, mittlerweile ist dieser
aber auch als Synonym fiir die Durchflusszytometrie weit verbreitet. Um beide Tech-
niken voneinander abzugrenzen, wird die durchflusszytometrische Zellanalyse in dieser
Arbeit als Durchflusszytometrie bzw. FCM und das Sortieren der Zellen als FACS be-
zeichnet.

Fiir die Verwendung von FACS werden lebende Zellen wie bei der FCM mit Fluo-
rochrom-markierten Antikérpern spezifisch gefarbt. Anhand individuell bestimmbarer
Parameter, wie z.B. FSC, SSC und verschiedener Fluoreszenzeigenschaften, kénnen
die Zellen anschlieSend sortiert werden. Wie bei der Durchflusszytometrie werden die
Fluoreszenzfarbstoffe mit Hilfe eines oder mehrerer Laser angeregt und die Emission
detektiert. Im Anschluss an die Analyse wird die Zellsuspension durch Vibration in
kleine Tropfchen zerteilt. Diese Tropfchen sind so klein, dass sie genau eine Zelle ent-
halten. Entspricht nun eine detektierte Zelle den festgelegten Bedingungen, wird der
Tropfen mit der entsprechende Zelle zunéchst polarisiert. Mit Hilfe von Elektroden
wird der fallende Tropfen schlieflich so abgelenkt, dass er in dem vorgesehenen Sam-
melgefdafl landet (Abbildung 3.3 B). Je nach FACS-Gerit konnen unterschiedlich viele
Fraktionen separiert werden.
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3.4.1.1 Kompensation
FCM

Fiir alle FCM-Analysen wurde der FACSCanto der Firma Becton Dickinson Biosciences
verwendet. Dieser ist in der Lage, sechs unabhéngige Fluorochrome parallel zu detek-
tieren: APC, FITC, PE, PerCP-Cy5.5, APC-Cy7 und PE-Cy7!. Die Maxima der jewei-
ligen Emissionsspektren unterscheiden sich distinkt voneinander. Da allerdings immer
ein ganzer Wellenldngenbereich um das jeweilige Maximum detektiert wird, kann es
vorkommen, dass sich die Emissionsspektren zweier oder mehrerer Fluoreszenzfarbstof-
fe stellenweise iiberschneiden. Dadurch kann es zu falsch positiven Ergebnissen kom-
men (vergleiche Abbildung 3.5, links Q1). Um dies zu verhindern, muss die spektrale
Uberlappung mit einer sogenannten Kompensation korrigiert werden. Ein Nachteil der

Wolkendiagramm vor der Wolkendiagramm nach der Durch die Kompensation
Kompensation Kompensation kann es zu verbreiterten
rote Fraktion: falsch positiv rote Fraktion: negativ Reflexen kommen (rote Linie)
Fi1 Qz|Qt Fi1 Qz2|Qt 2

Q3|Q4

Fl2 Fl2

Abbildung 3.5: Schematische Darstellung der Kompensation, die vor durchflusszytometrischen Mes-
sungen durchgefiihrt werden sollte.

Kompensation einzelner Fluoreszenzkanéle zueinander ist allerdings, dass es zu einer
Verbreiterung der Signale kommen kann. In Abbildung 3.5 Mitte ist dies deutlich in
Q2 erkennbar. Die Zellen sind beziiglich der Fluoreszenz 2 deutlich breiter gestreut, so
dass das Histogramm ebenfalls verbreitert erscheint (vergleiche Abbildung 3.5 rechts).
Auch eine leichte Verschiebung zu hoheren Fluoreszenzintensitéiten ist moglich. Dieser
Effekt muss bei der Auswertung der Ergebnisse beriicksichtigt werden.

Fiir die Kompensation wurde das CompBeads Set Anti-Mouse Ig, k von BD Bio-
sciences verwendet und die Probenvorbereitung nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

FACS

Fiir die Sortierung der unvollsténdig differenzierten iPSC nach CD24~/CD105" war kei-
ne Kompensation notig. Als Referenz dienten ungefiarbte sowie einfach gefiarbte Zellen,
die fiir das jeweilige Antigen positiv waren. Fiir die Positivkontrolle von CD24 wurden
iPSC verwendet, die mit dem entsprechenden CD24-Antikorper gefirbt wurden. Als Po-
sitivkontrolle von CD105 wurden mit dem CD105-Antikorper gefirbte hBMSC genutzt.
Durch geeignetes Gaten der unvollsténdig differenzierten iPSC/iPS-MSC-Populationen

LAPC: Allophycocyanin; FITC: Fluoreszeinisothiocyanat; PE: Phycoerythrin; PerCP-Cyb.5:
Peridinin-Chlorophyll Protein konjugiert mit dem Cyanin-5.5; APC-Cy7: Allophycocyanin kon-
jugiert mit Cyanin-7; PE-Cy7: Phycoerythrin konjugiert mit Cyanin-7
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konnte anschlieend nach CD24 und CD105 sortiert werden. Die Bedienung der FACS-
Geréate und damit die Durchfiithrung des Sortiervorgangs wurde vom Personal der zen-
tralen Forschungseinrichtung ,,Zellsortierung“ der Medizinischen Hochschule Hannover
itbernommen. Die eigene Vor- und Nachbereitung der Proben wird im kommenden Ab-
schnitt erldutert.

3.4.1.2 Probenvorbereitung und Durchfiihrung der Messung

Fiir die durchflusszytometrischen Analysen und die Sortierung mittels FACS wurden die
Zellen bis zu einer Konfluenz von 70 - 80 % kultiviert. Eine Ausnahme bildeten die un-
differenzierten iPSC, welche bis zu einer Konfluenz von ca. 95 % kultiviert wurden. Fiir
beide Methoden waren Einzelzellsuspensionen notig. Hierfiir wurden die Zellen zunéchst
mit PBS gewaschen und anschlieend wie zuvor beschrieben mit einer Trypsin/EDTA-
Losung abgelost. Hatten sich die Zellen gelost, wurden sie mit FACS-Puffer (10 % FCS
in PBS) abgespiilt, in ein Zentrifugenrohrchen {iberfiihrt und 5 min bei 300 x g und
4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, die Zellen in 5 - 10 mL FACS-Puffer
resuspendiert und nochmals unter den oben genannten Bedingungen zentrifugiert. Wie-
der wurde der Uberstand entfernt. Fiir FCM wurden 50 puL FACS-Puffer pro 200.000
Zellen zugegeben. Um Zellen zu sortieren, wurde das gesamte Zellpellet in 100 pL
Puffer resuspendiert und auf Eis gelagert. Je nach Anzahl der zu untersuchenden Pro-
ben wurden die Féarbelosungen in 1,5 mL-ReaktionsgefaBen (< 10 Proben und FACS)
oder Mikrotiterplatten (> 10 Proben) vorbereitet. Dazu wurden zuerst die fir 100 pL
(FCM) bzw. 200 puL (FACS) Farbelosung benétigten Volumina der fluoreszenzmarkier-
ten Antikorper oder Isotypkontrollen in das entsprechende Geféafl bzw. Loch pipettiert
und mit FACS-Puffer auf 50 pL. (FCM) bzw. 100 puL (FACS) aufgefiillt. Anschlieflend
wurden 50 pL (FCM, entspricht 200.000 Zellen) bzw. 100 uL (FACS, alle Zellen) der
Zellsuspension zu den vorgelegten Antikorpermischungen gegeben und durch auf und
ab pipettieren mit dieser vermischt. Die Zellen wurden 30 Minuten auf Eis und im Dun-
keln inkubiert. AnschlieBend wurden 200 - 500 ul. FACS-Puffer hinzugegeben, 5 min
bei 300 x g und 4 °C zentrifugiert und die Uberstéinde entfernt. Die Zellen wurden
in 300 - 500 uL Puffer resuspendiert, erneut zentrifugiert und der Uberstand wieder
entfernt. Abschlieend wurden die Zellen in 250 uL. (FCM) bzw. 500 - 1000 uL (FACS)
FACS-Puffer aufgenommen und bis zur Messung bei 4 °C und unter Lichtausschluss
gelagert.

Die FCM-Analysen wurden am BD FACSCanto Durchflusszytometer durchgefiihrt
und die Daten mit Hilfe der zugehorigen Software BD FACS Diva (BD Biosciences)
aufgezeichnet. Die Anregung der Fluoreszenz erfolgte dabei von zwei Lasern (488 und
633 nm). Die Daten wurden mit dem Programm ,Flowing Software 2.5¢ des Turku
Centre for Biotechnology ausgewertet.

Fiir die Sartierung der Zellen wurde die zentrale Forschungseinrichtung ,,Zellsortie-
rung“ der Medizinischen Hochschule Hannover in Anspruch genommen. Je nach Ver-
fiigbarkeit wurde eines der drei folgenden Geréte verwendet:

e MoFlo von Beckman-Coulter
e XDP von Beckman-Coulter
e FACSAria ITu von Becton Dickinson
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Die sortierten Zellen wurden in 15 ml-Zentrifugenrohrchen aufgefangen, in denen 5 mL
Medium vorgelegt waren. Nach dem Sortier-Vorgang wurde die Zellsuspension fiir 5 min
bei 300 x g zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und in 5 mL PBS resuspendiert. Nach
einer erneuten Zentrifugation mit oben genannten Bedingungen wurde der Uberstand
wieder entfernt und die Zellen in frischem Medium resuspendiert. Um eine Kontamina-
tion der Kultur zu vermeiden, wurden dem Medium nach der Sortierung 1 pg Ampho-
tericin B und 50 pg Gentamycin pro mL Medium zugegeben. AnschlieBend wurden die
Zellen in geeigneten gelatinierten Zellkulturgefaffen ausgesét.

3.4.1.3 Hinweise zur Auswertung der FCM-Daten

Fiir die Auswertung der FCM-Daten wurde zu Beginn grundsétzlich die FSC-SSC-
Auftragung aller Ereignisse (Zellen) betrachtet und die lebenden gewiinschten Zellen
markiert (Abbildung 3.6 A). Die Darstellung der markierten Zellen erfolgte anschliefend
abhéngig vom Schwerpunkt der Untersuchung und der jeweiligen Fragestellung als Dot
Plot (ein und zwei Fluoreszenzen) oder als Histogramm.

Die quantitative Auswertung, wie sie fiir die Beurteilung undifferenzierter iPSC und
den Vergleich von iPS-MSC mit hBMSC wichtig war, wurde {iberwiegend mit Hilfe
der Histogramm-Darstellung durchgefiithrt. Zum Teil wurden auch Wolkendiagramme
mit zwei gegeneinander aufgetragenen Fluoreszenzen zu Rate gezogen. In jedem Histo-
gramm wurde stets die Isotypkontrolle und die Testpopulation iiberlagert dargestellt.
Da fiir den SSEA-3-Antikorper keine geeignete Isotypkontrolle vorhanden war, wurden
in diesem Fall die ungefirbten Zellen als Negativkontrolle verwendet. Das Histogramm
der Kontrollen ist grundsétzlich durch eine schwarze Linie dargestellt. Das Histogramm
der Testpopulation wurde entsprechend als dunkelgraue Linie und die Fldche darunter
hellgrau abgebildet. Durch das Setzen von weiteren Gates wurde der prozentuale An-
teil (schwach oder stark) positiver Fraktionen bestimmt. Dieser Bereich ist durch einen
blauen Balken gekennzeichnet. Wie oben beschrieben, kann es aufgrund der Kompen-
sation zu verbreiterten oder leicht verschobenen Histogrammen der Testpopulationen
gegeniiber den Kontrollen kommen. Daher war es zum Teil sehr schwer, zu beurteilen,
ob eine Zellpopulation negative oder schwach positiv einzuordnen ist. Zudem konnten
positive Zellen in schwach positive und stark positive Populationen unterteilt werden.
Die reine Prozentangabe des positiven Anteils gibt dariiber keinen Aufschluss. Daher
wurden den Werten in Tabellen die Angaben .+ fiir schwach positive und ,,++* fiir
stark positive Zellen hinzugefiigt. Negative Zellen wurden mit ,,-* gekennzeichnet. Um
die Subjektivitat bei der Auswertung moglichst einzugrenzen, wurden Kriterien fest-
gelegt, anhand derer die FCM-Daten ausgewertet wurden. Diese werden im Folgenden
nédher erldutert und sind in Abbildung 3.6 B - K dargestellt.

e Als stark positiv (4+4) wurden Fraktionen eingestuft, dessen Maximum sich
mindestens auf mittlerer Hohe der x-Achse befindet (3.6 B). Aulerdem sollten sich
die Kurven von Kontrolle und Testpopulation weit unten, also knapp oberhalb der
x-Achse, schneiden.

e Histogramme von schwach positiven (4) Populationen besaen ein Maximum,
welches in der Hilfte der niedrigeren Fluoreszenzintensititen lag (3.6). Zudem
war der Schnittpunkt von Kontrolle und Testpopulation deutlich oberhalb der
x-Achse.
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Abbildung 3.6: Beispiele zur Auswertung von durchflusszytometrischen Daten. Dargestellt ist ein
Dot Plot-Wolkendiagramm, in dem die zu analysierende Fraktion blau markiert ist (A). Exempla-
rische Histogramm verdeutlichen die Auswertung von FCM-Daten (B-K). Abschlieend werden die
vorhandenen Fraktionen sowie der jeweilige Gesamtanteil positiver Zellen als Tabelle dargestellt (L).
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e Histogramme, wie in Abbildung 3.6 D dargestellt, wurden ebenfalls als schwach

positiv angesehen. Allerdings kann die Isotypkontrolle nicht mehr aufler Acht ge-
lassen werden, da diese den Bereich nicht spezifisch gefdrbter Zellen aufzeigt.
Daher wurde das Gate zur Bestimmung der positiven Fraktion maximal in der
Mitte des abfallenden Teilstiicks der Kontrollkurve begrenzt. Im vorliegenden Bei-
spiel macht die Fraktion nur 79,5 % aus, obwohl die Testpopulation insgesamt als
schwach positiv eingestuft werden kénnte. Aus diesem Grund ist die zusétzliche
Bewertung der Fraktionen mit ,-*, ,,+“ und ,,+4" von besonderer Bedeutung und
in zugehorigen Tabellen ebenfalls aufgefiihrt (vergleiche Abbildung 3.6 L).

Die Histogramme E und F zeigen negative Populationen (-). In E ist die
Kurve der Testpopulation im Vergleich zur Isotypkontrolle ein wenig nach rechts
verschoben, was vermutlich auf die Kompensation zuriickzufiihren ist. In Dar-
stellung F verlaufen die Histogramme von Test- und Kontrollpopulation parallel.
Somit handelt es sich definitiv um negative Zellen.
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e Daneben kam es vereinzelt zu zwei Fraktionen innerhalb einer Testpopulation.

Exemplarisch dargestellt sind Histogramme mit einer stark und einer schwach po-
sitiven (Abbildung 3.6 G und H), einer negativen und einer positiven (I) sowie
zwel schwach positiven Fraktionen (K) innerhalb einer Population.
Das Histogramm G weist ein Tal zwischen den Maxima beider Fraktionen auf,
somit ist eine separate Anteilsbestimmung vergleichsweise einfach und nur mit
einem kleinen Fehler behaftet. Der tiefste Punkt des Tals stellt die Grenze dar.
Im Falle von H und I ist die Abgrenzung nicht so einfach. Die Kurven weisen
eine sogenannte Schulter auf, welche durch Uberlagerung zweier oder mehrerer
Fraktionen entsteht. Da die eine Fraktion sehr grol und die andere vergleichbar
klein ist, wurde der Verlauf der groflen Fraktion extrapoliert und entsprechend
die Grenze gezogen. Hierbei ist der Fehler allerdings gréfer als im vorherigen Fall.
Fiir die quantitative tabellarische Auswertung wurde ein Gesamtwert aller posi-
tiver Zellen angegeben, zusétzlich aber, wie oben bereits erlautert, mit Hilfe der
Angaben ,-“,  +“ und ,++“ aufgezeigt, wie viele Populationen vorlagen. In His-
togrammen mit dhnlichem Verlauf wie in Abbildung 3.6 K, lassen sich zwar zwei
etwa gleich grofle schwach positive Populationen vermuten, eine Abgrenzung und
separate Anteilsbestimmung ist jedoch nicht moglich, da sich beide Fraktionen zu
stark iiberlagern. Da kein eindeutiger Beweis fiir zwei Fraktionen erbracht werden
kann, ist nur eine Fraktion angegeben.

3.4.2 Isolierung der Gesamt-RNA aus Zellkulturproben

Die Isolierung der Gesamt-RNA basiert auf einer Ein-Schritt-Methode, die von Chom-
czynski und Sacchi entwickelt wurde [119]. Das dazu verwendete TRIzol® Reagent
enthélt unter anderem Phenol und Guanidinthiocyanat. In einem Schritt werden ver-
schiedene kleine und grole RNA-Spezies (sowie DNA und Proteine) aus Gewebematerial
isoliert. Durch gleichzeitige Inhibierung der RNase bleibt die RNA erhalten.

Fiir die Isolierung wurde das Medium iiber den Zellen abgenommen und diese einmal
mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurde 1 mL TRIzol® Reagent in eine T25-Flasche
bzw. 500 uL pro Loch einer 6-Loch-Platte gegeben und die Zellen durch auf und ab
pipettieren gelost und homogenisiert. Die Proben wurden in 1,5 mL-Reaktionsgefiafie
iiberfithrt und bis zur weiteren Aufreinigung bei -80 °C gelagert.

Fiir die Aufreinigung wurden die Proben auf Raumtemperatur erwarmt, 100 nL 1-
Brom-3-chlorpropan zugegeben und kurz iiber Kopf gemischt. Nach 5 min Inkubations-
zeit wurden sie fiir 15 min bei 4 °C und 20.000 x g zentrifugiert. Die obere wéssrige
Phase (enthdlt RNA) wurde vorsichtig abgenommen und in ein neues 1,5 mL Reakti-
onsgefaf} iiberfithrt. War die Phasentrennung nicht vollstdndig, erkennbar an einer leicht
rosa gefarbten wissrigen Phase, wurde die jeweilige Probe nochmals gemischt und er-
neut zentrifugiert. Zu der isolierten wissrigen Phase wurden anschlieend ca. 500 pL
iso-Propanol (0,7 bis 1-fache Menge) zugegeben, die Probe kurz iiber Kopf gemischt
und 30 min bei 4 °C und 20.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig ab-
genommen und verworfen, das RNA-Pellet mit 500 pL -20 °C kaltem 70 %igem [v/v]
Ethanol gewaschen und nachmals 15 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut
abgenommen und verworfen und der gesamte Waschschritt noch einmal wiederholt.
Das Pellet wurde im Anschluss kurz bei 37 °C getrocknet, in 20 pL. demineralisiertem
Wasser gelost und fiir 10 min bei 60 °C denaturiert.
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Die Bestimmung der RNA-Konzentration c erfolgte {iber die optische Dichte bei einer
Wellenlénge von 260 nm (ODaggp). Die RNA wurde 1:100 mit demineralisiertem Wasser
verdiinnt und in einer Quarzkiivette photometrisch analysiert. Mit dem ODggo-Wert
wurde dann iiber folgende Formel die RNA-Konzentration bestimmt [120]:

C[ﬁ] — ODogy -V - F
mL
Dabei steht V fiir den Verdiinnungsfaktor und F fiir den Multiplikationsfaktor. Im
vorliegenden Fall war V = 100 und F = 37, so dass sich
C [ﬂ] == ODQG() - 3700
mL
ergab.

Zusitzlich wurde die optische Dichte bei 280 nm (ODagp) und damit das Verhiltnis
von ODggg zu ODggy bestimmt. Dieses Verhéltnis dient der Uberpriifung, ob eine Pro-
teinkontamination der RNA-Losung vorliegt. Idealerweise sollte der Wert zwischen 1,8
und 2,0 liegen. Proben mit einem ODogo/ODago-Verhiltnis unter 1,5 wurden noch ein-
mal aufgereinigt.

3.4.3 DNase-Verdau und cDNA-Synthese

Fiir den DNase-Verdau wurde je RNA-Probe folgender Ansatz in ein PCR-Gefaf} pi-
pettiert:

1 nug RNA
1 uLb  10x Reaktionspuffer mit MgCl,
1 u. DNase I (1 U/uL)

Dieser Ansatz wurde mit nuklease-freiem demineralisiertem Wasser auf 10 uL aufgefiillt,
kurz zentrifugiert und 30 min bei 37 °C im Thermocycler inkubiert. Anschlieend wur-
den je 1 puLb 50 mM EDTA und 1 puL random-Primer (0,2 pg/pul) zugegeben, die
Fliissigkeit kurz zentrifugiert und die Probe fiir 10 min bei 65 °C im Thermocycler
inkubiert. Die verwendeten random-Primer sind eine Mischung aus allen méglichen
Basenabfolgen mit sechs oder sieben Nukleotiden. Dadurch entstehen zuféllige cDNA-
Produkte unterschiedlicher Lénge.

Fiir die ¢cDNA-Synthese wurde anschlieend ein Mastermix hergestellt, wobei pro
Probe folgende Volumina zusammen pipettiert wurden:

4 ul.  5x Reaction Buffer
0,5 uL.  RiboLock™RNase Inhibitor (20 U/uL)

2 uL  dNTP Mix (10 mM)

1 ul.  RevertAid™m-MuLV Reverse Transcriptase (200 U/uL)
0,5 uL.  nuklease-freies Wasser

Anschliefend wurden 8 pL. des Mastermixes zu jeder Probe pipettiert, diese kurz zen-
trifugiert und im Thermocycler nach folgendem Schema inkubiert:
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1.) 25°C 10 min
2.) 42°C 60 min
3.) 70°C 10 min
4.) 15°C oo

Abschlielend wurde jede Probe mit 20 uL. TE-Puffer verdiinnt und bei -20 °C gelagert.

3.4.4 Polymerasekettenreaktion

Mit der Polymerasekettenreaktion (PCR) konnen spezifisch DNA-Sequenzen vervielfél-
tigt werden. Die Templat-DNA wird mit zwei Oligonukleotiden (Vorwérts- und Riick-
wérts-Primer) in einer Pufferlosung vorgelegt. Die Reaktion gliedert sich anschlieend
in drei Schritte: Denaturierung, Annealing und Elongation. Im ersten Schritt, der De-
naturierung, werden die Einzelstringe der DNA bei 94 °C voneinander getrennt. An-
schlieend wird die Losung bis zur sogenannten Annealingtemperatur abgekiihlt. Dabei
hybridisieren die Primer mit den DNA-Strédngen. Im letzten Schritt, der Elongation,
wird die DNA ausgehend vom jeweiligen Primer in 3 — 5’-Richtung mit Hilfe der
thermostabilen Taqg-Polymerase amplifiziert. Denaturierung, Annealing und Elongation
zusammen stellen einen PCR-Zyklus dar. Unter idealen Bedingungen wird die Menge
der Template-DNA verdoppelt, so dass diese exponentiell zunimmt. In spéateren Zyklen
liegt bereits so viel Produkt vor, dass es sich selbst hemmt (Produkthemmung). Der
Vermehrungsfaktor der DNA nimmt somit ab (< 2), bis am Ende die Produkthem-
mung so grof ist, dass keine Vermehrung mehr moglich ist. Normalerweise besteht eine
PCR aus 20 bis 30 Zyklen, da in diesem Rahmen meist noch ein exponentielles Wachs-
tum vorherrscht. So ldsst sich die DNA mehr als 10°-fach vervielfiltigen. AbschlieSend
wird meist eine lingere Elangation durchgefiihrt, um sicherzustellen, dass die gesamte
Amplifizierung abgeschlossen ist. Beruhend auf diesem grundlegenden Prinzip sind in
den letzten Jahren verschiedene PCR-Anwendungen entwickelt worden. Nachfolgend
werden die beiden angewandten PCR-Methoden ndher erldutert.

Semiquantitative RT-PCR

Bei der Reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) wird unter ande-
rem aus RNA synthetisierte cDNA als Templat verwendet. Diese Methode dient haufig
dem Nachweis der Transkription eines Gens in Zellen und Geweben. Obwohl bei der
cDNA-Synthese immer die gleiche Menge RNA (1 pg) eingesetzt wird, kann die Ef-
fizienz der Synthese sehr unterschiedlich ausfallen. Daher enthalten die umgeschrie-
benen Proben nicht gleich viel cDNA und die PCR-Ergebnisse konnen nicht direkt
miteinander verglichen werden. Mit Hilfe eines HPRT-Abgleichs, welcher eine PCR
zur Vervielfialtigung des HPRT-Gens darstellt, werden die einzelnen Proben bzgl. ih-
rer enthaltenen DNA-Mengen aufeinander abgestimmt. HPRT steht fiir Hypoxanthin-
Guanin-Phosphoribosyltransferase und ist ein sogenanntes ,, Housekeeping Gene“ oder
,Haushaltsgen®“. Bei diesen Genen wird angenommen, dass sie in den untersuchten Zel-
len konstant exprimiert werden. Daher dienen sie auch als externer Standard. Die fiir die
PCR eingesetzten cDNA-Mengen der verschiedenen Proben werden so aufeinander ab-
gestimmt, dass die Banden des Haushaltsgens aller Proben im Agarose-Gel etwa gleich
stark zu sehen sind (vgl. Abschnitt 3.4.5). Damit wird sichergestellt, dass von allen
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Proben etwa gleich viel cDNA eingesetzt wurde. Mit den passenden Volumina werden
anschlieBend die Untersuchungen der Markergene durchgefithrt. Durch den externen
Standard wird diese Methode auch als semi-quantitative RT-PCR bezeichnet.

Fiir den HPRT-Abgleich wurde die zuvor synthetisierte cDNA 1:100 und fiir die
Analyse der Markergene 1:10 verdiinnt. Folgende Volumina wurden pro Probe in ein
PCR-Gefaf} pipettiert:

12,5 - x u.  demineralisiertes Wasser
4 ul.  5x Puffer
2 uL. MgCly (25 mM)
0,4 uL.  dANTPs (10 mM)
1 uL.  Mix aus Vorwirts- und Riickwértsprimer (je 5 uM)
0,1 u. Taqg-Polymerase (5 U/uL)
x uL  ¢cDNA

Gegebenenfalls wurde ein Mastermix aus den ersten sechs Losungen hergestellt und
die ¢cDNA anschlieflend hinzugefiigt. Je nach Lange des zu amplifizierenden DNA-
Abschnittes wurden die Zeiten der Denaturierungs-, Annealing- und Elongationsschritte
angepasst. Folgende PCR-Programme wurden verwendet (Thermocycler):

< 500 bp > 500 bp

1.) 94°C 1:30 min 1:30 min
2.) Denaturierung 94 °C 0:20 min 0:30 min
3.) Annealing Ty 0:20 min 0:30 min 20 - 30 Zyklen
4.) Elongation 72 °C 0:30 min 1:00 min
5.) 72°C  15:00 min 15:00 min
6.) 15°C 00 00

Fiir die Berechnung der (theoretisch) optimalen Annealingtemperatur T); wurden zu-
nédchst die Annealingtemperaturen der Vorwarts- (Tp(F)) und Riickwérts-Primer
(Ta(R)) ermittelt und daraus schliefllich der Mittelwert gebildet:

G+C 395
T F)=34. _ _q
(R, F) =3 A+G+C+T+67’5 A+G+C+T 0
T - Ty (F) +Ty(R)
M 2

Dabei stehen A, C, G und T fiir die Anzahl der jeweiligen Basen Adenin (A), Cytosin
(C), Guanin (G) und Thymin (T) in der jeweiligen Primer-Primer. Die tatséchlich
angewandten Annealingtemperaturen konnten geringfiigig von den berechneten Werten
abweichen.

Quantitative Real-Time PCR

Die quantitative Real-Time Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR) ist eine fluoreszenz-
basierte PCR-Methode. Die hierfiir eingesetzten TagMan-Reagenzien enthalten neben
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den Primern eine Sonde, an die ein Fluorochrom und ein Quencher gebunden sind. So-
lange beide Molekiile an die Sonde gebunden sind, wird bei einer Anregung die Energie
vom Fluorochrom auf den Quencher tibertragen, ohne dass eine Emission erfolgt (Fluo-
rescence resonance enerqy transfer). Die Sonde bindet neben dem zu amplifizierenden
Genabschnitt an die Templat-DNA und wird wiahrend der Amplifikation zerstort, so
dass das Fluorochrom freigesetzt wird. Wird dieses nun angeregt, erfolgt auch eine
messbare Emission. Bei jeder Amplifikation wird genau ein Fluorochrom freigesetzt,
so dass die Fluoreszenzintensitit proportional zu der Menge an amplifizierter DNA ist.
Die Fluoreszenz wird nach jedem Zyklus bestimmt und kann so in Echtzeit (Real-Time)
wihrend der gesamten PCR verfolgt werden.

Fiir die Auswertung der Daten wird anschlieBend ein sogenannter Cp- (engl. cycle
threshold) bzw. Schwellenwert ermittelt. Dieser gibt die Anzahl an Zyklen an, die not-
wendig waren, um ein definiertes Fluoreszenzniveau zu erreichen. Letzteres wird so
gewihlt, dass es fiir alle Proben und Gene, die untersucht und miteinander verglichen
werden, innerhalb der exponentiellen PCR-Phase liegt. Nur in diesem Bereich ist eine
Quantifizierung moglich.

Da normalerweise nicht in jeder Probe exakt gleich viel Ausgangsmaterial vorliegt,
werden die Messwerte auf eine Referenzgen normiert (vergleichbar mit HPRT bei der
semiquantitativen PCR). Daraus resultiert die relative Genexpression A Cr. Bei dem
Referenzgen handelt es sich meist um ein Haushaltsgen, bei dem eine unabhéngige
und homogene Expression angenommen wird. Die Berechnung der relativen Expression
wurde anhand der detektierten Cp-Werte folgendermafien durchgefiihrt [121,122]:

E—C’T (Zielgen)

A OT - E—Cr(Referenzgen)

Hierbei ist E die Effizienz der PCR. Im Rahmen dieser Arbeit wurde als Referenzgen
die ribosomale RNA 18S verwendet. Zudem wurde bei allen Genen und verwendeten
TagMan-Assays von einer 100 %igen Effizienz ausgegangen. Somit verdoppelt sich pro
Zyklus die vorliegende mRNA-Menge (E = 2) und es ergibt sich

QfCT(Zielgen)

ACr = 9—Cr(185)

_ 27(CT(Zielgen)fCT(1SS))

Sollte das Verhéltnis (AA Cr) zweier Proben zueinander bestimmt werden (bei gleichem
Zielgen), so erfolgte dies stets nach folgender Formel:

ACr(Probel)
AC7(Probe2)
Fiir die Durchfithrung der qRT-PCR wurde zunéchst ein Master-Mix aus Wasser,

,Fast Advanced Master Mix“ (FAMM) und den jeweiligen Primern hergestellt. Pro
Probe wurden folgende Volumina verwendet:

AA Cp =

39



3 Methoden

3,5 u.  demineralisiertes Wasser
5ul FAMM
0,5 uL.  Primer

Von diesem Master-Mix wurden jeweils 9 pl. pro Loch der Reaktionsplatte
(MicroAmp™  Fast Optical 96-Well Reaction Plate) vorgelegt und 1 uL ¢cDNA zu-
gegeben. Von jeder Probe-Primer-Kombination wurde eine Doppelbestimmung durch-
gefithrt. Um eine Verunreinigung des Mastermixes auszuschlieen wurde je Primer eine
Leerprobe bestimmt, wobei dem Master-Mix keine cDNA zugefiigt wurde. Abschlieend
wurde die Platte mit einem optischen Klebefilm iiberzogen, kurz zentrifugiert und in
den Heizblock des qRT-Geriéits eingelegt. Nach einem initialen Denaturierungsschritt
wurden insgesamt 40 Zyklen nach folgendem Schema durchlaufen:

1.) 95°C 0:20 min

2.) 95°C  0:01 min
3.) 60°C 0:20 min

} 40 Zyklen

Das Gerit erfasste nach jedem Extensionsschritt die Daten.

Zur Auswertung wurde der Schwellenwert des Fluoreszenzniveaus auf 0,2 festgesetzt
und die resultierenden Cp-Daten als Excel-Datei exportiert. Die Berechnungen von
A Cr und AA Cr wurden wie oben angegeben durchgefiihrt.

3.4.5 Agarose-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese werden amplifizierte PCR-Produkte z.B. im
Anschluss an eine semiquantitative PCR, analysiert. Mit dieser Methode kann visuali-
siert werden, ob und wie viel Produkt (im Vergleich zu anderen Proben) in einer Probe
vorliegt. Zudem koénnen Mischungen verschieden grofier Nukleinsédureketten auftrennt
bzw. aufgereinigt werden. Da DNA ist in geloster Form negativ geladen, , wandert*
die DNA bei Anlegen einer Spannung Richtung Plus-Pol. Dabei wirkt das Agarosegel
als eine Art Molekularsieb. Kleine DNA-Fragmente bewegen sich schneller durch das
Gel als grofle. Unter Zuhilfenahme von standardisierten DNA-Markern, sogenanntenn
Leitern, kann die Kettenldnge der aufgetrennten Fragmente abgeschétzt werden.

Zum Ansetzen eines 1 %igen Agarosegels wurden 1,2 g Agarose mit 120 mL TAE-
Puffer in der Mikrowelle erhitzt bis alles gelost war. Fiir ein 2 %iges Gel wurden ent-
sprechend 2.4 g Agarose verwendet. Die etwas abgekiihlte Losung wurde anschlieffend
mit 1,2 pl. Ethidiumbromid oder 4,8 ul. SERVA DNA Stain Clear G versetzt. Durch
vorsichtiges Schwenken wurde das Fluorophor in der Lésung verteilt, diese in eine Gel-
kammer gegossen, eventuelle Luftblasen entfernt und die Gelkdmme eingesetzt. Das Gel
kiihlte bei Raumtemperatur ab und hértete dabei aus. Vor der Elektrophorese wurde die
Gelkammer mit TAE-Puffer gefiillt, die Kimme entfernt und die PCR-Produkte sowie
eine geeignete DNA-Leiter vorsichtig in die entstandenen Taschen pipettiert. Es wurde
eine Spannung von 150 V angelegt. Die Leistung wurde auf 300 W, die Stromstéarke auf
2 A begrenzt. Nach etwa 35 - 45 Minuten wurden die DNA-Banden im ultravioletten
Licht sichtbar gemacht. Das Ergebis wurde an der Geldokumentationsstation von Intas
fotografiert.
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3.4.6 Microarrays

Der Einsatz von Microarrays bietet die Moglichkeit einer genomweiten Analyse der
Genexpression. Dazu wurde die gewonnene mRNA an Mitarbeiter der Facility-Einheit
Genomanalyse der Medizinischen Hochschule Hannover iibergeben. Die Microarray-
Analysen wurden mit Dual-Color-Chips der Firma Agilent (Human GE 4x44k V2 Mi-
croarray) durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden anschliefend in Form von Excel-Dateien
erhalten. Fiir einige Gene befanden sich auf den Chips mehrere Sonden, wodurch auch
mehrere Werte erhalten wurden. In diesen Fillen wurde der Mittelwert bestimmt und
dieser fiir die weitere Auswertung verwendet.

3.4.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Wie die Agarose-Gelelektrophorese (Abschnitt 3.4.5) dient die SDS-Polyacrylamid-Gel-
elektrophorese, oder kurz SDS-PAGE, der Auftrennung verschieden grofier Fragmente.
Hierbei werden allerdings Proteine und keine Nukleinsduren aufgereinigt. Dazu werden
Proben mit dem anionische Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) und einem reduzie-
renden Reagenz (z.B. 2-Mercaptoethanol) denaturiert. Das SDS bindet an die Proteine,
wobei die Menge an gebundenem Molekiil abhédngig von der Anzahl an vorhandenen
Peptidbindungen ist. Zudem triagt jedes SDS-Molekiil eine Ladung von -1, wodurch sich
eine hohe Ladungsdichte auf der Proteinoberfliche ergibt. Diese iiberdeckt die Eigen-
ladung der funktionalen Aminosduregruppen der Proteine. Auf ein Polyacrylamid-Gel
aufgetragen werden die Proteine nach ihrer Ladung aufgetrennt werden, indem eine
elektrische Spannung angelegt wird. Grofie und damit stérker geladene Protein-SDS-
Komplexe wandern schneller durch das Gel als kleinere und damit schwécher geladene
Molekiile. Da das Ladung-Masse-Verhéltnis bei allen Proteinen etwa gleich grof ist,
kann unter Verwendung von Standards die ungefihre Molmasse von isolierten oder in
witro hergestellten Proteinen ermittelt und tiberpriift werden.

Fiir diese Arbeit sollten Proteine analysiert werden, die in humanen Zellen vorkom-
men. Um diese zu isolieren, wurden die kultivierten Zellen wie in Abschnitt 3.2 beschrie-
ben mit Trypsin/EDTA abgelost, in einem Zentrifugenrohrchen gesammelt und 5 min
bei 1.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, das Rohrchen mit dem
verbliebenen Zellpellet direkt auf Trockeneis gestellt und bis zur weiteren Verwendung
bei -80 °C gelagert.

Zur Analyse der Proben wurden diese aufgetaut und eventuelle Restfliissigkeit iiber
dem Zellpellet abgenommen. Das Pellet wurde in 35 pL. ColP-Puffer resuspendiert und
10 min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. AnschlieBend wurden 30 pL des
Uberstands in ein neues 1,5 mL Reaktionsgefdf pipettiert und mit 10 puL 4x SDS-
Probenpuffer, welchem 2 % [v/v] 2-Mercaptoethanol zugesetzt worden war, vermischt.
Um die sekundéren und tertiiren Proteinstrukturen aufzuspalten, wurden die Proben
fiir 5 min auf 95 °C erhitzt und anschlieend bei RT abgekiihlt.

Fiir die Elektrophorese wurde ein diskontinuierliches Gel, bestehend aus Sammel-
und Trenngel, verwendet. Diese wurden folgendermafien angesetzt:
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Trenngel Sammelgel

demineralisiertes Wasser 3,6 mL 2,4 mL
Lower Gel Buffer 1,8 mL -

Upper Gel Buffer - 1,15 mL
AA-Bisacrylamid 1,8 mL 404 uL
TEMED 5,9 uL 5,8 uL
APS 8,7 uL. REV 9,3 uL

Fiir das Gel wurden die begrenzenden Glasplatten und eine U-férmige Dichtung zu-
sammen gebaut und vertikal aufgestellt. Zundchst wurde das Trenngel bis ca. 1 cm
unterhalb des inneren Randes eingefiillt und vorsichtig mit Wasser iiberschichtet. Nach-
dem das Gel ausgehértet war, wurde das Wasser abgegossen, das Sammelgel angemischt
und dieses bis zum inneren Rand auf das Trenngel gegeben. Der Kamm fiir die Pro-
bentaschen wurde vorsichtig darauf gesteckt und das Gel aushéirten gelassen. War dies
geschehen, wurde der Kamm entfernt und je Probe 7 uL in eine Tasche pipettiert.
Ein geeigneter Molekulargewichtsstandard wurde ebenfalls in eine benachbarte Tasche
gefiillt. Die Gelkammer wurde mit 0,1 %igem TTBS gefiillt und zunichst eine Spannung
von 75 V angelegt. Nach etwa 10 Minuten, wenn die Proben das Sammelgel durchwan-
dert hatten, wurde die Spannung auf 175 V erhoht, bis das Gel annédhernd vollstandig
durchlaufen war.

3.4.8 Western Blot

Der Western Blot dient der Ubertragung von Proteinen aus einem Agarose- oder Po-
lyacrylamid-Gel auf eine Trégermembran und deren anschlieBenden Nachweis. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Ubertragung mittels Elektrophorese im sogenannten
Semidry-Verfahren durchgefiihrt. Dazu wurde eine Polyvinylidenfluorid-Membran auf
die GroBe des durchlaufenen Trenngels der SDS-PAGE zugeschnitten, fiir 15 Sekunden
in Methanol und anschlieend 1 Minute in vollentsalztem Wasser (VE-Wasser) gelegt.
Zudem wurden mehrere Whatman-Papiere in Blotpuffer eingeweicht. Auf der unte-
ren Plattenelektrode der Semidry-Apparatur wurde die Hélfte der Whatman-Papiere
iibereinander liegend vorbereitet. Darauf wurde die Membran, das Gel und abschlie-
Bend die zweite Halfte Whatman-Papiere gelegt. Luftblasen wurden herausgedriickt,
die obere Plattenelektrode aufgesetzt und eine Spannung von 3 V angelegt.

Nach etwa einer Stunde waren die Proteine auf die Membran iibergegangen, welche
anschliefend mit TTBS gewaschen wurde. In kommerziell erhéltlicher fettarmer Milch
wurden die Proteine 30 min unter Schwenken blockiert. Uber Nacht wurde der primére
Antikorper in Milch und bei 4 °C schiittelnd inkubiert. Am folgenden Tag wurde die
Membran dreimal mit TTBS gewaschen und mit dem sekundéren Antikoérper, welcher
gegen den priméren Antikorper gerichtet ist, in Milch bei RT schiittelnd inkubiert. An
den sekundédren Antikorper ist die Meerrettichperoxidase gebunden, welche bei Kontakt
mit Luminol eine Chemolumineszenz-Reaktion hervorruft. Um diese zu erzeugen, wurde
die Membran mit ECL-Lésung, welche Luminol enthielt, nach Herstellerangaben 5 Mi-
nuten im Dunkeln inkubiert. Unter Lichtausschluss wurde anschlieend ein Film lokal
unterschiedlich lange belichtet und abschlieSend entwickelt. Die Stellen, an denen der
sekundére tiber den priméren Antikorper an das zu untersuchende Protein gebunden
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hatte, erschienen aufgrund der Chemolumineszenz schliefflich schwarz.

3.5 Klonierung von humanem CD105

Fiir die Uberexpression von CD105 in iPSC sollte die entsprechende DNA-Sequenz
kloniert werden. Als Template diente cDNA, die aus RNA von hBMSC synthetisiert
wurde. Die amplifizierte DNA wurde mit einer Bam HI- und einer Sal I-Schnittstelle
sowie einem HA-Tag am C-Terminus versehen und in einen pLox/GFP-Vektor (Plas-
mid) kloniert, welcher mit den Restriktionsenzymen Bam HI und Sal I verdaut wurde.
Néheres zu den Durchfiithrungen der einzelnen Schritte wird in den néchsten Abschnit-
ten erldutert.

3.56.1 Amplifikation der DNA

Zu Beginn wurde die ¢cDNA amplifiziert. Die notigen Primer wurden von Sigma
Aldrich bezogen und nach Anleitung gelost. Der Vorwérts-Primer enthielt eine Bam
HI-Schnittstelle, der Riickwértsprimer eine Sal I-Schnittstelle (siehe GroBibuchstaben
in Tabelle 3.5). Die Sequenz des HA-Tags ist hellgrau hinterlegt.

Tabelle 3.5: Primer-Sequenzen fiir die Amplifizierung von humanem CD105. Die Schnittstellen sind
mit Grofibuchstaben hervorgehoben.

Primer Primer-Sequenz (5’ — 3’)

Vorwérts-Primer  atat GGATCC gecaccatggaccgeggeacgetecctetg
Riickwérts-Primer atat GTCGAC ctactaa agcgtaatctggaacatcgtatgggta

tgecatgetgetggtggageaggg

Die DNA wurde mittels PCR amplifiziert. Dafiir wurde folgender Ansatz in ein PCR-
Gefafl pipettiert und das nebenstehende PCR-Programm verwendet:

33,5 uL.  demineralisiertes Wasser 1.) 92°C 2:00 min
> “E ?MSPOH 2.) 92°C  0:30 min
5 L 10x-Puifer 3.) 60°C  0:30 min 35 Zyklen

1 uL dNTPs (10 mM)

3 uL  Primer-Mix (je 5 uM)

2 uL.  Template-cDNA 5.) 72°C 15:00 min
0,5 uL.  Herculase 6.) 15°C o0

4.) 72°C  2:00 min

Die amplifizierte DNA wurde anschliefend mit 5,5 pl. 10x Orange G Probenpuffer ver-
setzt und auf ein 1 %iges Agarosegel aufgetragen. Wie in Abschnitt 3.4.5 beschrieben,
wurde zum Abschétzen der Sequenz-Lénge ein geeigneter DNA-Marker verwendet und
die DNA bei einer Spannung von 120 V aufgetrennt. Der Bereich im Gel, in dem das
gewiinschte Produkt enthalten war, wurde mit einem sauberen Skalpell heraus geschnit-
ten und in ein 1,5 mL-Reaktionsgefafl {iberfithrt. Die DNA wurde anschlieBend mittels
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GenelJet Gel Extraction Kit von Fermentas nach Herstelleranweisung aufgereinigt und
in 20 pL Puffer eluiert.

3.5.2 Restriktionsverdau und Phenolextraktion

Bei dem Restriktionsverdau werden DNA und Plasmid separat mit Hilfe von Restrik-
tionsenzymen geschnitten und anschliefend miteinander ligiert.

Der Verdau der zuvor amplifizierten CD105-Sequenz wurde mit den Enzymen Bam
HI und Sal I durchgefiihrt. Fiir die DNA und den Vektor wurden folgende Ansétze in
1,5 mL Reaktionsgefiafle pipettiert:

DNA Vektor

demineralisiertes Wasser 3,5 uL.  22,5-x pL
amplifizierte DNA 19 uL -
Vektor (20 pg) - x puL
NEBuffer 3 3 uL 3 pL
BSA (2 mg/mL) 15 uL 1,5 puL
Bam HI 1,5 uL 1,5 pul
SalT 1,5 uL 1,5 uL

Die Ansitze wurden iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am folgenden Tag wurde der
verdaute Vektor zusétzlich mit shrimp alkaline phosphatase (SAP) verdaut. Dieser dient
der Dephosphorylierung, wodurch ein Religieren des geschnittenen Vektors unterbunden
wird. Dafiir wurden 2 pL. SAP in das Reaktionsgefdl mit dem Vektor pipettiert und
diese Mischung weitere 30 min bei 37 °C inkubiert.

Mit der anschlieBenden Phenolextraktion wurden die verdauten Produkte aufgerei-
nigt und die Restriktionsenzyme entfernt. Es wurden jeweils 70 uL. TE-Puffer zu DNA
und Vektor pipettiert, die Mischung wurde 15 Sekunden moderat gevortext und 1 min
bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Die obere wassrige Phase, welche das ge-
schnittene Produkt enthielt, wurde abgenommen und jeweils in ein neues 1,5 mL Reakti-
onsgefiafl gegeben. Zu der verbliebenen Verdau-Losung wurden erneut 100 uL. TE-Puffer
gegeben, dieses wieder 15 Sekunden gevortext und 1 min bei maximaler Geschwindigkeit
zentrifugiert. Die obere Phase wurde wieder abgenommen und zu der vorher gesammel-
ten Losung gegeben. Die vereinten wissrigen Phasen wurden mit 20 uL. 3 M Natriuma-
cetat (pH = 5,7) und 600 uL. Ethanol versetzt. Diese Mischung wurde iiber Nacht bei
-20 °C gelagert und am néchsten Tag 99 min bei maximaler Geschwindigkeit und 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und verworfen. Das Pellet
wurde zweimal mit 700 uL 70 %igem Ethanol gewaschen. AnschlieBend wurde es in
5,5 uL. TE-Puffer gelost und 5 min bei 37 °C inkubiert. Die verbleibende DNA-L&sung,
die nicht fiir die folgende Ligation verwendet wurde, wurde fiir spitere Anwendungen
bei -20 °C gelagert.

3.5.3 Ligation

Die Ligation dient dazu, das geschnittene DNA-Produkt mit dem linearisierten Vektor
zu verbinden. Da beides jeweils an einer Seite mit Bam HI und an der anderen Seite mit
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Sal I geschnitten wurden, konnen die iibereinstimmenden Schnittstellen ligieren. Das
Produkt bildet wieder ein zirkuldres Plasmid, welches die gewiinschte (CD105-)Gen-
Sequenz enthélt.

Der Ligationsansatz

2 uL.  TE-Puffer
5 ul.  verdaute, aufgereinigte DNA und
1 uLL  verdauter, aufgereinigter Vektor

wurde auf 56 °C erwdrmt und 2 min bei dieser Temperatur, gefolgt von 1 min auf Eis
inkubiert. AnschlieBend wurde der Mix kurz zentrifugiert und

1 ulL 10 x Ligasepuffer sowie
1 u. T4 DNA-Ligase

zugegeben. Dies wurde iiber das Wochenende bei 4 °C stehen gelassen. Mit dem Li-
gationsansatz wurde direkt im Anschluss eine Transformation durchgefiihrt. Restliche
DNA-Losung wurde bei -20 °C gelagert.

3.5.4 Transformation mittels Elektroporation

Die nicht-virale Ubertragung von DNA in kompetente Bakterien wird als Transformati-
on bezeichnet. Um dies zu bewerkstelligen, miissen die Bakterien transformationskom-
petent sein, d.h. deren Membran muss voriibergehend durchldssig gemacht werden. Die-
se Permeabilisierung kann entweder chemisch, z.B. mit Calciumchlorid, oder elektrisch
erfolgen. Zu letzterer Kategorie gehort die Elektroporation, welche fiir die vorliegen-
den Versuche angewandt wurde. Daher wird lediglich diese Methode nachfolgend néher
erladutert.

Bei der Elektroporation werden Spannungspulse durch eine Bakterien-Suspension
geleitet. Die sonst isolierende Zellmembran wird durch das Anlegen einer Spannung
polarisiert. Uberschreitet die Spannung einen kritischen Wert, kann die Membran ihre
stabile Anordnung nicht mehr aufrecht erhalten und wird permeabel. Dieser Zustand
kann einige Sekunden bis Minuten anhalten, auch wenn die Spannung bereits wieder
abgeschaltet ist. Wiahrenddessen kénnen Substanzen, wie z.B. DNA-Molekiile, aus dem
umgebenden Medium in das Zellinnere gelangen.

Fiir die Durchfithrung wurden WK6-A-Bakterien verwendet, die aliquotiert bei -80 °C
lagerten. Zunachst wurden pro Probe 982 uL. SOB-Medium mit 18 uL 20 %iger Glukose-
Losung versetzt und auf 37 °C erwérmt. Die Bakterien wurden auf Eis aufgetaut, mit
1 uL der ligierten DN A versetzt, kurz durch Riihren mit der Pipettenspitze gemischt und
60 Sekunden auf Eis inkubiert. Die Suspension wurde in eine Elektroporationskiivette
gefiillt und durch leichtes Klopfen von Luftblasen befreit. Die Transformation erfolg-
te bei einer angelegten Spannung von 2,5 kV, 200 Q und 25 pF. Anschlieend wur-
den die Bakterien in 1 mL des vorbereiteten SOB-Mediums suspendiert und in ein
15 mL-Zentrifugenrchrchen iiberfithrt. Der Deckel wurde nur leicht angedreht, so dass
ein Luftaustausch moglich war. Das Rohrchen wurde fiir mindestens 60 min bei 37 °C
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und 180 rpm geschiittelt. Danach wurden dreimal 300 pL. und einmal 30 uL. der Bakte-
riensuspension auf Ampicillin-LB-Agar-Platten ausplattiert und iiber Nacht im Brut-
schrank inkubiert.

Am folgenden Tag wurden insgesamt mindestens 24 angewachsene (isolierte) Klone
mit Hilfe einer 10 pl-Pipettenspitze gepickt, auf eine neue Ampicillin-LB-Agar-Platte
aufgestrichen sowie parallel einem PCR-Screening unterzogen. Die Platten wurden wie-
der iiber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Fiir das Screening wurde ein Mas-
termix hergestellt. Pro Klon wurden

11,5 ul.  demineralisiertes Wasser
4 ul.  5x Puffer
2 uL. MgCly (25 mM)
0,4 uL.  dANTPs (10 mM)
1 uL. Forwérts-Primer (5 pM)
1 uL.  Riickwérts-Primer (5 pM)
0,11 ul.  Tag-Polymerase (5 U/uL)

zusammen pipettiert. Jeweils 20 pul. des Master-Mixes wurden in PCR-Geféflen vorge-
legt und anschliefend durch Auf- und Abpipettieren mit jeweils einer abgestrichenen
Pipettenspitze mit den Bakterien eines Klons vermischt. Die PCR-Primer wurden so
gewdhlt, dass der Forwarts-Primer innerhalb der CD105-Sequenz und der Riickwérts-
Primer innerhalb des pLox-Vektors bindet. So kann iiberpriift werden, ob die Ligation
wie gewiinscht erfolgt ist. Da die zu amplifizierende DNA-Sequenz eine Linge von et-
wa 500 bp hat, wurde das PCR-Programm fiir Sequenzen < 500 bp gewéhlt wie in
Abschnitt 3.4.4 angegeben. Es wurden 35 Zyklen und eine Annealingtemperatur von
56,1 °C verwendet. Die PCR-Produkte wurden auf ein 1 %iges Agarose-Gel aufgetragen
und dieses 30 bis 40 min bei 150 V wie oben angegeben aufgetrennt. An der Geldoku-
mentation wurde das Gel unter UV-Licht fotografiert und die Ergebnisse festgehalten.
Anhand dieser Aufnahmen wurden diejenigen Klone ermittelt, bei denen die Ligation
positiv verlaufen war. Um die Ergebnisse zu iiberpriifen, wurden die entsprechenden
Klone sequenziert.

Fiir eine Sequenzierung werden allerdings grofle Mengen an Plasmid-DNA benotigt.
Daher wurden mit den zuvor positiv eruierten Klonen zunéchst Vorkulturen und damit
anschlieend groflere Kulturen angeimpft. Fiir die Vorkultur wurden kleine Glasréhr-
chen mit 2 mL LB-Medium und 1 pg/mL Ampicillin vorgelegt. Mit einer Pipettenspitze
wurde iiber den jeweiligen Klon gestrichen und die Spitze in das Rohrchen mit Medium
gegeben. Dies wurde kurz gevortext und 4 - 6 Stunden im Inkubationsschiittler bei
37 °C und 220 rpm inkubiert.

Fiir die Hauptkultur wurde fiir das gewiinschte Kulturvolumen entsprechend wieder
LB-Medium mit 1 pg/mL Ampicillin vorgelegt und 1:100 mit der Vorkultur angeimpft.
Diese Kultur wurde iiber Nacht bei 37 °C und 220 rpm geschiittelt. Am néchsten Tag
wurde das in den Bakterien enthaltene Plasmid unter Verwendung der JETSTAR Plas-
mid Purification Kits der Firma Genomed nach Herstellerangaben aufgereinigt. Die
Konzentration der gewonnenen DNA wurde wie in Abschnitt 3.4.2 beschrieben pho-
tometrisch iiber die Messung der optischen Dichte ermittelt. Als Multiplikationsfaktor
wurde fiir DNA allerdings F = 50 festgesetzt. Somit ergab sich fiir die Berechnung der

46



3 Methoden

DNA-Konzentration:

c [ﬂ] — ODygp - 5000
mlL

3.5.5 Sequenzieren

Die Proben wurden zur Sequenzierung entweder in die Abteilung fiir Mikrobiologie an
der Medizinischen Hochschule Hannover gebracht oder von der Firma GATC abgeholt.
Bei beiden Varianten wurden DNA und Primer nach den jeweiligen Vorgaben gemischt.
Die elektronischen Daten wurden anschliefend mit dem Programm Lasergene ausge-
wertet und mit der gewiinschten DNA-Sequenz verglichen.

3.6 Lentivirale Uberexpression von CD105 und
Knockdown von CD24

Mit Hilfe (lenti)viral-vermittelter Transduktionen wird fremd-DNA oder -RNA in einen
Rezipienten (hier hBMSC und iPSC) tiberfithrt. Eingebrachte DNA wird in das Ge-
nom eingebaut und anschliefend dort dauerhaft transkribiert und translatiert. Um die
Expression des eingebrachten Zielgens von auflen steuern zu konnen, werden héaufig
induzierbare Promotoren eingesetzt. Diese werden durch die Zugabe eines Stimulanz
aktiviert und initiieren daraufhin die Transkription des gewiinschten Gens. Als indu-
zierbares Expressionssystem wurde fiir diese Arbeit das sogenannte Tet-On-System ver-
wendet, bei dem Doxycyclin als Stimulanz diente.

Wird hingegen RNA eingebracht, so wird diese meist nicht lange abgelesen, da die
Nukleinsaure schnell wieder abgebaut wird. Mittels short hairpin RNA (shRNA) ist es
allerdings gelungen, eine stabile Expression auch in proliferierenden Zellen zu erreichen
[123]. Uber einen komplexen Mechanismus konnen Gene mit Hilfe geeigneter shRNA
ausgeschaltet werden [124]. Dies wird als Knockdown bezeichnet.

Die genauen Vorhgehensweisen werden im Folgenden erldutert.

3.6.1 Generierung des Lentivirus fiir CD105-Uberexpression

Fiir eine Uberexpression von CD105 wurden Lentiviren erzeugt, die die rekombinante
DNA des ENG-Gens? (siche auch Abschnitt 3.5) tragen. Diese wurden sowohl mittels
3-Plasmid- als auch 4-Plasmid-System (3- bzw. 4-PS) generiert. In beiden Féllen be-
stand das erste Plasmid aus der einzubringenden Nukleinsduresequenz sowie 2 oder
3 Helferplasmiden. Letztere kodieren die fir den Virus essentiellen Gene (fir Hiill-,
Replikations- und Kernproteine). Erst nach Zusammenfiihrung aller Plasmide wird der
aktive Virus gebildet und kann sich vermehren. Die einzelnen Bestandteile sind nicht
gesundheitsschadigend, so dass dadurch das Risiko beim Arbeiten mit Lentiviren wei-
testgehend reduziert wird. Bei der Generierung des Lentivirus kann Natriumbutyrat eine
Steigerung der viralen Genexpression in den Wirtszellen hervorrufen, wodurch auch die
Translation und Transkription der Plasmide gesteigert werden [125]. Daher wird dieses
zum Teil ebenfalls in den vorliegenden Versuchen eingesetzt.

2ENG steht fiir Endoglin (CD105)

47



3 Methoden

Die CD105-Lentiviren wurden in humanen embryonalen Nierenzellen (HEK-Zellen,
engl. human embryonic kidney cells) generiert. Hierfiir wurde je Ansatz zunéchst eine
grofie Petrischale (145 cm?) mit Poly-L-Lysin beschichtet und darauf 10" HEK-Zellen
ausgesit. Am néchsten Tag wurde der Transfektionsansatz vorbereitet. Hierzu wurden
je nach verwendetem Plasmid-System folgende Volumina zusammen gegeben und durch
Auf- und Abpipettieren vermischt:

3-Plasmid-System

Volumen Endkonzentration
demineralisiertes Wasser (steril) 1007,5 pnL
Zielplasmid (CD105) (1 pg/pL) 50 pL 35,7 ng/uL
Helferplasmid 1 (1 pg/uL) 12,5 uL. pMD.G 8,9 ng/uL
Helferplasmid 2 (1 pg/uL) 50 uL. pPCMVARS.2 35,7 ng/uL
CaCly (2,56 M) 280 uL 500 mM

4-Plasmid-System
Volumen Endkonzentration

demineralisiertes Wasser (steril) 1069 pL

Zielplasmid (CD105) (1 pg/uL) 25 uL 20,0 ng/puL
Helferplasmid 1 (1 pg/uL) 8,75 uL. pMD.G 7,0 ng/uL
Helferplasmid 2 (1 pg/uL) 16,25 uL RRE 13,0 ng/uL
Helferplasmid 3 (1 pg/uL) 6,25 uL. REV 5,0 ng/uL
CaCl, (2,5 M) 125 ul 9250 mM

Als Zielplasmid wurde die klonierte CD105-DNA aus Abschnitt 3.5 verwendet. An-
schlieBend wurden in einem 15 ml Zentrifugenrohrchen 1400 pL (3-Plasmid-System)
bzw. 1250 pL (4-Plasmid-System) 2-fach HEPES-gepufferte Kochsalzlésung vorgelegt.
Waéhrend mit einer Pasteurpipette Luftblasen in der Losung erzeugt wurden, wurde der
Transfektionsansatz tropfenweise knapp iiber der Oberflache zugegeben. Die Mischung
wurde 5 Sekunden auf einem Vortexer geschiittelt und danach 30 min im Dunkeln bei
RT inkubiert. Im Anschluss wurde das Medium der HEK-Zellen abgenommen und die
inkubierte Losung vorsichtig tropfenweise zu den Zellen gegeben. Unter regelméfigem
Schwenken wurde der Ansatz 15 min bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Danach wur-
den 20 mL frisches Medium fiir HEK-Zellen hinzugefiigt und dies weitere 24 Stunden
im Brutschrank inkubiert.

Am folgenden Tag wurde das Transfektions-Medium abgenommen und durch 15 mL
frisches Medium mit 10 mM zugesetztem HEPES ersetzt. Wenn die Transfektion mit
Zugabe von Natriumbutyrat durchgefiihrt wurde, wurde dieses dem frischen Medium
im Verhaltnis 1:100, in diesem Fall 150 uL, ebenfalls zugesetzt. Die Zellen wurden
erneut 24 Stunden im Brutschrank inkubiert. Anschlieend (etwa 48 Stunden nach
der Transfektion) wurde das Medium iiber den HEK-Zellen abgenommen, durch einen
0,45 pum-Filter filtriert und in einem 50 ml-Zentrifugenréhrchen gesammelt. Dieses
wurde bei 4 °C gelagert. Die Zellen wurden erneut mit 15 mL frischem Medium inkI.
10 mM zugesetztem HEPES (aber ohne Natriumbutyrat) versorgt und noch einmal fiir
einen Tag im Brutschrank inkubiert. Die Prozedur vom Vortag wurde wiederholt, das
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filtrierte Medium mit dem vorherigen vermischt und die Zellen entsorgt. Das Medium,
welches den Virus enthélt, wurde anschlieSend aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

3.6.2 Lentiviral-vermittelte Transduktion von hBMSC und iPSC

Fiir die Transduktion humaner MSC und iPSC wurden die Zellen in Zellkulturflaschen
zunéchst bis zu einer Konfluenz von etwa 60 % kultiviert. Neben dem selbst generier-
ten Virus zur CD105-Uberexpression wurden auch arbeitsgruppenintern hergestellte
Lentiviren mit folgenden Templaten verwendet:

e shRNAmir gegen CD24 zum Knockdown von CD24
e shRNAmir ohne Ziel-RNA als Kontrolle

e GFP als Kontrolle zum CD105-Lentivirus: Tet-On-System, Induzierung der Trans-
lation durch Doxycyclin

e CD34 trunkiert (CD34t), welches nicht funktionsfihig ist und als Kontrolle fiir
die CD105-Uberexpression bei der magnetischen Zellsortierung diente: Tet-On-
System, Induzierung der Translation durch Doxycyclin

Hatten die Zellen die entsprechende Konfluenz erreicht, wurden diese infiziert. Da-
zu wurde bei den Tet-On-Systemen (CD105, CD34t und GFP) frisches Medium mit
5 % [v/v] Lentivirus-Losung, 5 % [v/v] MIK-Virus und 8 ng/mL Polybrene versetzt.
Bei dem Einsatz von shRNA wurden dem Medium 10 % [v/v] Lentivirus-Losung und
8 ug/mL Polybrene zugesetzt. Das alte Kulturmedium wurde anschliefend abgenom-
men und durch das vorbereitete Medium fiir die Transduktion ersetzt. Je T25-Zell-
kulturflasche wurden 3 mL und je T75-Zellkulturflasche wurden 9 mL Virusmischung
verwendet. Diese wurden mindestens einen Tag im Brutschrank inkubiert. Danach wur-
de das Virus-haltige Medium abgenommen und durch frisches ersetzt (ohne Virus).
Um die Uberexpression von GFP, CD34t oder CD105 einzuleiten, wurde dem Medium
zusitzlich 1 pg/mL Doxycyclin zugesetzt. Nach einer Transduktion mit shRNA-Viren
wurde dem Medium hingegen 5 bis 25 pg/mL Puromycin, ein Zellgift, zugegeben. Die
verwendeten Viren enthielten neben der eigentlichen kodierenden Sequenz ein Gen, wel-
ches die infizierten Zellen resistent gegen Puromycin macht, sodass auf diese Weise eine
Selektion der erfolgreich infizierten Zellen erfolgen konnte. Zellen ohne transduzierte
RNA wurden durch die Puromycin-Zugabe abgetétet und mit dem néchsten Medium-
wechsel aus der Kultur herausgewaschen. Zusétzlich kodierten die verwendeten shRNA-
Sequenzen GFP, sodass infizierte Zellen direkt unter dem Fluoreszenzmikroskop durch
eine griine Fluoreszenz erkennbar wurden.

3.7 Magnetische Zellsortierung

Die magnetische Zellsortierung (MACS) beruht ebenso wie die Fluoreszenz-aktivierte
Zellsortierung auf einem Antigen-Antikorper-Prinzip. Hierbei sind die Antikorper aller-
dings nicht mit Fluorochromen, sondern mit magnetischen Partikeln markiert. Nachdem
der Antikorper an das jeweilige Antigen der Zelloberfliche gebunden hat, wird die Zell-
suspension auf eine Séule geladen, die in einem magnetischen Feld platziert ist. Die
Zellsuspension wird durch die Séule geleitet, wobei die markierten Zellen durch das
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magnetische Feld zuriick gehalten werden. Das bedeutet, nur unmarkierte Zellen, also
Zellen ohne entsprechendes Oberflachenantigen, laufen durch die S&ule hindurch und
kénnen aufgefangen werden. AnschlieBend wird das magnetische Feld entfernt und die
zuvor zuriick gehaltenen Zellen kénnen in einer zweiten Fraktion durch die Saule geleitet
werden. Diese Zellen sind positiv in Bezug auf das entsprechende Antigen.

In den vorliegenden Versuchen wurde eine positive Selektion von CD105 und CD34t
auf lentiviral tranduzierten iPS-Zellen durchgefiihrt. Dazu wurde das MACS-Separa-
tion-Prinzip der Firma Miltenyi Biotech angewandt. Vorbereitend wurden die Zellen
wie oben beschrieben mit Trypsin/EDTA abgelost und nach Herstellerangaben mit den
MicroBeads (magnetische Partikel) markiert und mit Hilfe des MidiMACS unter sterilen
Bedingungen sortiert. Abschliefend wurden die erhaltenen positiven Zellen zweimal mit
PBS gewaschen, jeweils 5 min bei RT und 300 x g zentrifugiert und in iPS-MSC-Medium
resuspendiert. Je nach Zellzahl wurden sie in geeigneten gelatinierten Zellkulturflaschen
ausgesit und wie gewohnt weiter kultiviert.
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Dieses Kapitel befasst sich mit den Ergebnissen der experimentellen Arbeiten. Zu Be-
ginn wurden die verwendeten induzierten pluripotenten Stammzellen hinsichtlich even-
tueller Passage-, Ursprungs- und Kultivierungs-abhéngiger Unterschiede analysiert (Ab-
schnitt 4.1). Daraufhin sollte getestet werden, inwiefern induzierte pluripotente Stamm-
zellen (iPSC) fiir die Erzeugung mesodermaler Zelltypen (Fett-, Knorpel- und Kno-
chenzellen) geeignet sind (Abschnitt 4.1.2). Im darauffolgenden Abschnitt 4.2 wurde
die Differenzierung von iPSC zu MSC mittels Embryoid Body (EB)- und Monolayer
(ML)-Methode untersucht, die resultierenden Zellen (iPS-MSC) néher analysiert und
mit humanen MSC aus Knochenmark (hBMSC) verglichen. Anschliefend wurde die
mesodermale Differenzierungskapazitiat sowohl von den generierten iPS-MSC als auch
von hBMSC untersucht und miteinander verglichen (Abschnitt 4.3). Durch verschiedene
Modifizierungen der ML- und EB-Methoden wurden schliellich der Differenzierungspro-
zess auf molekularer Ebene sowie einzelne Optimierungsmoglichkeiten nédher beleuchtet
(Abschnitt 4.4).

Fiir die Darstellung der Ergebnisse werden die verwendeten Zellen folgendermafien
bezeichnet:

e Die Abkiirzung des Ursprungsgewebes der iPSC wird an den Anfang der jeweiligen
Kultur-Bezeichnung gesetzt (vgl. Tabelle 3.3), z.B. |hCB-iPSC |.

e Die jeweils zur Generierung von iPS-MSC verwendete Methode wird abgekiirzt in
Klammern hinter die Kulturbezeichnung gesetzt, z.B. ‘iPS—MSC(EB) ‘

e Die jeweilige Passagenzahl, in der sich die Zellen zum Zeitpunkt des Versuches
befunden haben, werden wie folgt angegeben:

— Fiir hBMSC

— Fiir iPSC, iPS-MSC und alle Zusténde dazwischen |Passage Z.X

Dabei ist X die Anzahl an Passagen, die in unserem Labor durchgefiithrt wurden
und Z die Anzahl an Passagen, die die iPSC zuvor in Kultur gehalten wurden. Bei-
spielsweise bedeutet Passage 45.0, dass die iPSC iiber 45 Passagen in der Arbeits-
gruppe von Prof. Dr. Martin kultiviert, fiir die eigenen Experimente aber noch
nicht passagiert wurden. Passage 61.3 hingegen bedeutet, dass die iPS-Zellen iiber
61 Passagen expandiert und anschliefend dreimal im Rahmen der Differenzierung
von iPSC zu MSC passagiert wurden.

Fiir die meisten Experimente dieser Arbeit wurden hCB-iPSC verwendet. Diese iPSC
wurden aus humanen Nabelschnurblut-Zellen durch lentivirale Transduktion mit den
Thomson-Faktoren (OCT4, SOX2, NANOG und LIN28) generiert. Da die Ursprungszel-
len eine sehr junge Zellpopulation darstellen, werden den entsprechenden iPSC duflerst
positive Eigenschaften prognostiziert. Unter anderem ist das Risiko genetischer Ver-
dnderungen bei Zellen eines jungen Menschen deutlich geringer als bei Zellen eines
Erwachsenen.
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4.1 iPSC als Zellquelle zur Erzeugung mesenchymaler
Zelltypen

4.1.1 Analyse und Charakterisierung von iPSC als gleichbleibende
Zellquelle

Um zu verifizieren, ob iPSC als eine konstante Zellquelle zur Erzeugung mesenchymaler
Zelltypen geeignet sind, wurden zunéchst verschiedene iPSC-Populationen analysiert.
Diese wurden aus unterschiedlichen somatischen Zellen (Nabelschnurblut, himatopoe-
tischen Stammzellen und Vorhaut-Fibroblasten) generiert und entweder auf murinen
Fibroblasten als Feeder-Zellen oder vor der Analyse zwei Passagen auf Matrigel kul-
tiviert. Damit ergaben sich sechs verschiedene iPSC-Populationen, die getrennt von-
einander untersucht und anschlieBend miteinander verglichen wurden. Jede Population
wurde mindestens in drei verschiedenen Passagen untersucht.

Einfluss des Ursprungsgewebes und der Kultivierungsbedingungen

Mittels Durchflusszytometrie (FCM) wurde zunéchst die Prisentation typischer pluri-
potenter und mesenchymaler Marker auf der Zelloberfliche analysiert. Tabelle 4.1 und
Abbildung 4.1 zeigen die Mittelwerte und Standardabweichungen der FCM-Analysen.
Tabellen mit den Ergebnissen der Einzelmessungen befinden sich im Anhang (Abschnitt
C).

Anhand der FCM-Daten konnten zwei Gruppen von Antigenen identifiziert werden:
Die erste Gruppe (CD14, CD24, CD34, CD45, CD90, CD106) wies nur sehr kleine
Unterschiede sowohl zwischen als auch innerhalb einer Population auf. Diese Zellen
waren entweder deutlich positiv (CD24, CD90; weit iiber 90 % positive Zellen) oder
negativ (CD14, CD 34, CD 45 und CD106; max. 5,6 %) einzuordnen. Dadurch ergaben
sich nur geringe Standardabweichungen.

Die zweite Gruppe wies hingegen sehr grofle Unterschiede und damit deutlich hohere
Standardabweichungen auf. Die Heterogenitdat konnte sowohl zwischen hCB-, hHSC-
und hFF-iPSC als auch zwischen den jeweiligen Kulturen von Matrigel und Feeder-
Zellen beobachtet werden. Bei CD73, CD105 und CD106 wurden sogar Standardab-
weichungen ermittelt, die grofler waren als der jeweilige Mittelwert (gelb markiert in
Tabelle 4.1).

Daneben liefl jede Population fiir sich betrachtet einen Vergleich der unterschiedli-
chen Kulturbedingungen zu (obere drei Diagramme in Abbildung 4.1). Auffillig hierbei
war, dass sowohl bei den hCB- als auch den hHSC-iPSC die Pluripotenzmarker CD24,
SSEA-3, -4 und -5 sowie TRA-1-60 in den Kulturen von Feeder-Zellen durchschnittlich
erhoht auf der Zelloberflache préasentiert wurden. Die typischen positiven MSC-Marker
CD44, CD73, CD90, CD105, CD146 und CD271 wurden hingegen im Mittel auf den
Matrigel-Kulturen verstéirkt nachgewiesen. Entsprechende Tendenzen wiesen hFF-iPSC
lediglich im Fall von SSEA-3, CD73 und CD105 auf. Alle anderen typischen Pluripotenz-
marker (CD24, SSEA-4 und -5, TRA-1-60) wurden durchschnittlich auf den hFF-iPSC
von Matrigel, die weiteren angesprochenen MSC-Marker (CD44, CD90, CD146, CD271)
entsprechend auf den Zellen der Feeder-Kulturen stérker exprimiert. Dennoch sei an die-
ser Stelle noch einmal auf die starken Schwankungen innerhalb einer Kultur, erkenntlich
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Abbildung 4.1: Durchflusszytometrische Analyse verschiedener pluripotenter und mesenchymaler
Oberflichenproteine auf iPSC verschiedenen Ursprungs (hCB-, hHSC- und hFF-iPSC) und Kultur
(Matrigel, Feeder). Dargestellt sind die Mittelwerte der positiven Anteile einer iPSC-Population inklu-
sive der jeweiligen Standardabweichung in Prozent. hCB-iPSC sind in blau, hHSC-iPSC in griin und
hFF-iPSC in orange/gelb dargestellt, wobei die Matrigel-Populationen jeweils durch den dunkleren
Balken, die Feeder-Populationen durch den helleren Balken repréisentiert werden. In den oberen drei
Diagrammen sind hCB-, hHSC- und hFF-iPSC getrennt, im unteren Diagramm gemeinsam dargestellt.

an den grofien Standardabweichungen, hingewiesen.

Die verringerte Expression der Pluripotenzmarker in Einklang mit einer erhéhten Ex-
pression mesenchymaler Marker auf hCB- und hHSC-iPSC von Matrigel ldsst auf eine
Prédifferenzierung der iPSC-Kultur auf Matrigel zu mesenchymalen Zelltypen schliefen.
Von anderen Forschergruppen wurde fiir Feeder-frei kultivierte pluripotente Stammzel-
len beschrieben, dass es vor allem in den Randbereichen einzelner Klone zu einer EMT
kommt und Zellen mit mesenchymalem Charakter auftreten [107,111]. Fiir die eigenen
nachfolgenden Experimente war dies aber kein Nachteil, da die induzierten pluripoten-
ten Stammzellen ohnehin in mesenchymale Richtung differenziert werden sollten.
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Warum bei hFF-iPSC keine Préadifferenzierung stattgefunden hatte, wurde nicht
néher untersucht. Anhand der FCM-Analysen ldsst sich jedoch vermuten, dass der
pluripotente Charakter dieser iPSC-Population nicht so stark ausgepriagt war wie der
der hCB- und hHSC-iPSC. Neben einer schwicheren Oberfléchenexpression der Pluri-
potenz-Marker SSEA-4, SSEA-5 und TRA-1-60 wurden auch einige der MSC-Marker
(CD44, CD73, CD105, CD271) auf hFF-iPSC am geringsten prisentiert. Somit wire
ein allgemein vermindertes Expressionsverhalten dieser Zellen ebenfalls denkbar.

Neben den durchflusszytometrischen Analysen wurden die Proben aller iPSC-Popu-
lationen mittels quantitativer RT-PCR in Bezug auf die Genexpression verschiedener
Pluripotenz- (ALPL, CD24, E-Cadherin, LIN28, NANOG, OCT4, SOX2) und MSC-
Marker (CD44, CD73, CD90, CD105, CD146) untersucht. Die Zellen wurden in min-
destens drei verschiedenen Passagen analysiert. Ziel war es dabei, einen Eindruck da-
von zu erhalten, ob und, wenn ja, wie stark sich die zum Teil grolen Schwankungen
der Oberflichenantigene auf mRNA-Ebene widerspiegeln. Dazu wurden alle ermittel-
ten A Cp-Werte auf den insgesamt niedrigsten Messwert normiert. Die so erhaltenen
AA Cp-Werte sind sortiert nach iPSC-Population in Abbildung 4.2 als Boxplots dar-
gestellt.

Allgemein zeigte sich, dass die Unterschiede zwischen den einzelnen Populationen
sowie zwischen Matrigel oder Feeder-Kulturen meist gering ausfielen. Die Schwan-
kungen blieben iiberwiegend unterhalb eines AA Cp-Wertes von 10 (ALPL, CD24,
LIN28, NANOG, SOX2, CD90, CD105). Dies bedeutete, dass sich der niedrigste und
der hochste Wert aller Populationen um maximal eine 10er-Potenz unterschieden. Bei
ALPL, CD24, LIN28 und SOX2 waren dies AA Cp-Maxima sogar unter 4 bzw. 6.
0OCT4, CD44 und CD146 besaflen lediglich in den hCB-iPSC-Populationen einen oder
zwei stirker abweichende Werte oberhalb der 10-fachen Expression (bezogen auf den
insgesamt niedrigsten Wert). Ansonsten waren auch hier die Schwankungen sehr gering.
Relativ grofle Schwankungen wurden nur bei CD73 mit AA Cp-Werten bis zu 210 de-
tektiert. Fiir CD44, OCT4 und eingeschréinkt auch fiir CD73 konnten die Schwankungen
auf eine Ab- bzw. Zunahme der Genexpression mit fortschreitender Kultivierungsdauer
zuriickgefiihrt werden (siehe unten).

Durchflusszytometrisch konnte gezeigt werden, dass Pluripotenz-assoziierte Oberfléa-
chenantigene vermehrt auf den iPSC von Feeder-Zellen und typische mesenchymale
Antigene starker auf den iPSC von Matrigel exprimiert wurden. Auf mRNA-Ebene
kann dies nur bei den MSC-Markern (CD44, CD73, CD90, CD105, CD146) festgestellt
werden. Deren Genexpressionen sind im Mittel durchgehend in den Matrigel-Kulturen
hoher als in den iPSC von Feeder-Zellen. Die Présentation dieser Oberflichenmarker
scheint demnach direkt von der jeweiligen Menge an entsprechend exprimierter mRNA
abhéngig zu sein. Die mRNA-Analysen der Pluripotenzmarker (CD24, E-Cadherin,
LIN28, NANOG, OCT4 und SOX2) lassen hingegen nur minimale Tendenzen vermu-
ten, welche ebenfalls zugunsten der Matrigel-iPSC ausfallen. Dies verhélt sich demnach
gegenldufig zu den FCM-Daten. Allerdings konnten lediglich fiir CD24 sowohl FCM-
als auch mRNA-Daten gewonnen und damit ein direkter Zusammenhang ermittelt wer-
den. Da die Prisentation vieler Oberflachenantigene nicht direkt von der Transkription
abhédngt, kann es durchaus sein, dass trotz erniedrigtem mRNA-Niveau eventuell mehr
Proteine translatiert und/oder auf der Zelloberfliche présentiert wurden.

95



4 Ergebnisse

10 ALPL 10 CD24 50 CDHI
- = =
O 8 U 38 O 40
3 s = 6 3 = .
4 s A e 20
zt&.*.ﬁ,_ﬁ zmm%‘l' 10!31:;:@3"%'
0 o olpee » "
MFMFMF MFMFMF MFMFMF
hCB hHSC hFF hCB hHSC hFF hCB hHSC hFF
10 LIN28 10 NANOG 25 OCT4
[ - =
U 3 O sy, _ O 20
3 s 3 B St @ E ) 3 s
4 1 4 l 'l' I } 10
2;-!-%.:_@*5... * ) - “'._I"%!i"‘t—' .
0l—~ : ‘ ; : ; ol . ‘ v . . ol = *% z : —
MFMFMF MFMFMF MFMFMF
hCB hHSC hFF hCB hHSC hFF hCB hHSC hFF
10 SOX2
U'_ 8 [—1hCB-iPSC, Matrigel (hCB, M)
< hCB-iPSC, Feeder (hCB,F)
< 6 ' [—1hHSC-iPSC, Matrigel (hHSC, M)
4 [__1hHSC-iPSC, Feeder (hHSC, F)
%r . . [__1hFF-iPSC, Matrigel (hFF, M)
2 2 E= gf;g | hFF-IPSC, Feeder (hFF, F)
e
MFMFMF
hCB hHSC hFF
25 CD44 250 CD73 10 CD90
+ 2004 * -
U 20 O 150z - O s
3 s 3 e o "
10 @ 40 . Jﬂ [ 4 . £
5 10 b 20 L o 2T T o
ol EZ] ¥ D ow olf%e 5= Tt L&A ]' . ol ° am S
MFMFMF MFMFMF MFMFMF
hCB hHSC hFF hCB hHSC hFF hCB hHSC hFF
10 CDI105 55 CDI146
= i =
O 3 U 20
ﬁ 6 R -+ ﬂ 15]
4 B . 10%
21l : e . 3 5 - I, -
oL~ ol ;{:'--vrm‘“
MFMFMF MFMFMF
hCB hHSC hFF hCB hHSC hFF

Abbildung 4.2: Boxplot-Diagramme der normierten relativen Genexpressionswerte von allen hCB-,
hHSC- und hFF-iPSC-Populationen, die auf Matrigel oder Feeder-Zellen kultiviert und in verschiede-
nen Passagen analysiert wurden. Alle Messwerte eines Gens wurden jeweils auf den Messwert mit der
geringsten Genexpression normiert (AA Crp).
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Einfluss der Kultivierungsdauer

In vitro werden Zellen haufig moglichst schnell bis zu einer gewiinschten Zellzahl expan-
diert, als Aliquote eingefroren und bei Bedarf wieder aufgetaut. Somit wird das Risiko
einer Seneszenz! verringert. Da nun aber iPSC als immortalisierte Zellen gelten und oft
iiber einen langen Zeitraum kultiviert werden, sollte deren Alter bzw. die Passagenzahl
keinen Einfluss auf ihre pluripotenten Eigenschaften sowie ihr Differenzierungsverhal-
ten haben. Um zu iiberpriifen, ob und inwiefern sich Unterschiede bei den induzierten
pluripotenten Stammzellen in Abhéngigkeit der Kultivierungsdauer ergaben, wurden
die Zellen innerhalb von fiinf Monaten in den Passagen 34.0, 36.0, 42.0, 45.0, 50.0 und
61.0 analysiert. Diese Untersuchungen wurden lediglich mit hCB-iPSC durchgefiihrt.
Die Zellen wurden als Langzeitkultur auf Feeder-Zellen gehalten und jeweils ein Teil
von ihnen zwei Passagen vor der Analyse auf Matrigel gesetzt.

Die durchflusszytometrischen Analysen der iPSC ergaben eine kontinuierlich abneh-
mende Oberflachenexpression von CD13, CD44, CD56, CD73, CD146, CD271 und
SSEA-3 iiber den gesamten Messzeitraum (Abbildung 4.3). Sowohl bei den Matrigel-
als auch den Feeder-Zellen waren zwischen den ersten beiden Messungen (Passage 34.0
und 36.0 bzw. 36.0 und 42.0) meist nur kleine Unterschiede erkennbar. Spétestens ab
der dritten Messung konnte jedoch eine starke Verminderung des jeweiligen Antigens
beobachtet werden. Die grofiten Unterschiede zwischen der ersten und letzten Mes-
sung konnten in beiden Kulturen bei den MSC-typischen Oberflichenproteinen CD13,
CD44, CD73 sowie in der Feeder-Kultur zusétzlich bei CD146 und CD271 beobachtet
werden. Hierbei gingen die Expressionen von 40 % (Feeder, CD73) bzw. iiber 80 % auf
annahernd 0 % zuriick. Bei den Pluripotenzmarkern SSEA-3 und TRA-1-60 und dem
mesenchymalen Negativmarker CD56 umfasste die Verminderung immerhin noch 21 bis
65 %-Punkte.

Die abnehmende Tendenz einiger Oberflichenantigene konnte auf mRNA-Ebene eben-
falls beobachtet werden (Abbildung 4.3). Bei CD73 und CD146 war eine abnehmende
Tendenz iiber die Zeit in den Matrigel-iPSC zwar schwach erkennbar, die Analysen der
Feeder-iPSC zeigten allerdings keinen eindeutigen Verlauf. Aus diesem Grund wurden
diese qRT-PCR-Ergebnisse nicht dargestellt. CD44 spiegelte allerdings das Ergebnis
der Durchflusszytometrie vor allem bei den Zellen von Matrigel sehr gut wider. Es war
eindeutig eine Abnahme der Genexpression zwischen Passage 34.0 und 61.0 erkenn-
bar. Die Pluripotenz-assoziierten Marker OCT4, E-Cadherin, LIN28 und SOX2 wiesen
mRNA-Ebene einen Anstieg und damit eine entgegengesetzte Tendenz zu den Ober-
flichenantigenen SSEA-3 und TRA-1-60 auf.

Auffallig waren zudem die Analysen beider iPSC-Kulturen (Matrigel, Feeder) in Pas-
sage 50.0. Bei diesen Zellen wurde sowohl auf mRNA- als auch auf Protein-Ebene in den
meisten Fillen eine der jeweiligen Tendenz gegenlidufige Expression detektiert. Warum
es zu den abweichenden Ergebnissen beziiglich dieser Passage kam, konnte nicht ab-
schlieend geklért werden. Nach bisherigem Kenntnisstand wurden an den Kulturbe-
dingungen keine Verinderungen vorgenommen. Allerdings kénnten dufiere Umstinde?
die Ursache hierfiir gewesen sein, auch wenn derartiges nicht bekannt ist. Ein Messfeh-

1Zellalterung, die z.B. zu verringerter Proliferation sowie Zellaktivitit und schlieBlich zum Zelltod
fiihrt

27.B. ein Stromausfall, ein Defekt bei der Gaszufuhr, oder auch die Betreuung der Kultur durch eine
andere Person
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Abbildung 4.3: Analyse der Oberflichenmarker und der Genexpression wihrend der Langzeitkul-
tivierung iiber fiinf Monate in verschiedenen Passagen. Dargestellt sind hCB-iPSC, die auf Matrigel
(A) oder Feeder-Zellen (B) kultiviert wurden. Das jeweils obere Diagramm zeigt die Ergebnisse der
FCM-Analysen, das jeweils untere Diagramm zeigt entsprechend die Resultate der qRT-PCR.

ler aus methodischen oder technischen Griinden kann ausgeschlossen werden, da beide
unabhéngigen Messmethoden dhnliche Abweichungen bei denselben Zellen aufwiesen.

4.1.2 Direkte mesodermale in vitro-Differenzierung von hCB-iPSC

In diesem Abschnitt wird die adipogene, chondrogene und osteogene Differenzierung
von hCB-iPSC beschrieben. Letztere wurde sowohl mit 10 mM (-Glycerophosphat (f3-
GP) als auch mit 3 mM Natriumdihydrogenphosphat (NaH;PO,) induziert. Die Ver-
suche wurden mit Zellpopulationen durchgefiihrt, die entweder auf Matrigel oder auf
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Feeder-Zellen kultiviert wurden. Die Zellzahl der zu Beginn verwendeten iPSC (Pas-
sage 40.0) von Matrigel war nicht ausreichend, um alle drei Differenzierungen parallel
durchzufiihren. Daher wurden diese Zellen zunéchst nur chondrogen induziert. Fiir die
Adipogenese und die Osteogenese wurden Zellen der darauffolgenden Passage (Passa-
ge 41.0) verwendet. Mit den iPSC von Feeder-Zellen (Passage 44.0) konnten alle drei
Differenzierungen parallel durchgefiihrt werden.

Histologische Analysen

Bei beiden Zellpopulationen (Matrigel, Feeder) war auffillig, dass sich die Zellpellets fiir
die Chondrogenese sowie die entsprechenden Kontrollen kaum abgerundet haben. Uber
den gesamten Differenzierungszeitraum blieben die Zellen eher schwammartig, wurden
aber zum Ende hin etwas kompakter. Zudem nahm der Pelletumfang nicht merklich zu.
Aus diesen Griinden wurde auf das Einbetten in Einbettmedium und das Anfertigen
von Kryoschnitten verzichtet. Die adipogen und osteogen induzierten Zellen wurden
nach vier Wochen mit PFA fixiert und entsprechend histologisch analysiert. Von allen
Differenzierungen wurden zu Versuchsbeginn (Tag 0) sowie nach drei und nach vier
Wochen mRNA-Proben genommen.

Abbildung 4.4 zeigt die histologischen Farbungen nach vierwochiger Differenzierung.
Die histologischen Analysen zeigten schwache, aber dennoch eindeutig positive Resul-
tate bezogen auf eine adipogene und osteogene Differenzierung. Die Farbung der Li-
pid Droplets (LDs) mit dem Fluoreszenzfarbstoff BODIPY liefl sehr kleine Fetttropfen
erkennen, was auf ein frithes Stadium der Adipogenese deutet. Neben der BODIPY-
Farbung wurden die Zellen auch mit DAPI inkubiert, wonach die Zellkerne blau fluores-
zierten. Auf eine Overlay-Darstellung wurde in Abbildung 4.4 verzichtet, da die Zellen
eine sehr dichte und zum Teil mehrschichtige epitheliale Struktur aufwiesen. In ei-
ner iiberlagerten Darstellung hétte die blaue Fluoreszenz der eng aneinander liegenden
Zellkerne die griine Fluoreszenz der LDs {iberdeckt, wodurch eine addquate Darstellung
der adipogenen Differenzierung nicht moglich wére. Neben den differenzierten Zellen
wiesen die Kontrollzellen beider Versuche ebenfalls einen einheitlichen leicht griinen
Schimmer auf. Dieser wird von der Bindung des Fluoreszenzfarbstoffes an die lipophi-
len Bereiche der Zellmembran hervorgerufen [116]. Durch die hohe Dichte der Zellen
und ihrer Membranen ist eine schwache Fluoreszenz auch bei nicht differenzierten Zel-
len moglich. Zwischen der Differenzierung von iPSC von Matrigel und jenen, die auf
Feeder-Zellen kultiviert wurden, konnte kein Unterschied im Differenzierungsverhalten
festgestellt werden.

Die Histologie der Osteogenese zeigte, dass mit dem Natriumsalz NaH,PO, besse-
re Resultate erreicht wurden als mit der Phophatquelle 3-GP. Nach einer Induktion
mit NaHoPO, konnten sowohl Calcium- (Alizarin Rot) als auch Phosphat-Ionen (von
Kossa) in der extrazelluliren Matrix nachgewiesen werden, was fiir eine Mineralisie-
rung spricht. Bei der Alizarin Rot-Férbung der mit 3-GP differenzierten Zellen konnte
lediglich ein leichter roter Schimmer wahrgenommen werden. Die von Kossa-Férbung
zeigte hingegen wenige gelb-braune (iPSC von Feeder) bis dunkelbraune Flecken (iPSC
von Matrigel) und somit kleine Phosphat-reichere Bereiche. Aufgrund des zu schwa-
chen Calciumionen-Nachweises konnte von einer hinreichenden Mineralisierung nach
[3-GP-Induktion jedoch nicht ausgegangen werden. Die zuvor angesprochene teilweise
mehrlagige Zellschicht konnte auch bei der Osteogenese beobachtet werden. Scheinbar
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Abbildung 4.4: Darstellung der histologischen Fiarbungen nach 4 Wochen adipogener (oben) und
osteogener (unten) Differenzierung von hCB-iPSC. Die linken zwei Spalten stellen iPSC (Passage 41.0)
dar, die zuvor auf Matrigel kultiviert wurden. Die rechten beiden Spalten zeigen entsprechend iPSC
(Passage 44.0), die auf Feeder-Zellen kultiviert wurden.

proliferierten die konfluent gewachsenen iPSC weiter und bildeten somit stellenwei-
se mehrere iibereinander liegende Schichten aus. Dabei ist auffillig, dass die osteogene
Differenzierung ausschlieSlich in diesen mehrschichtigen Bereichen nachgewiesen werden
konnte. In den Kontrollzellen waren ebenfalls Bereiche mit iiberlagerten Zellen erkenn-
bar, die Farbungen fielen hier aber negativ aus, so dass eine spontane Differenzierung
der iPSC zu Osteoblasten ausgeschlossen werden kann. Bei dem Vergleich beider Zell-
populationen (Matrigel, Feeder) hinsichtlich ihres osteogenen Differenzierungspotentials
zeigte sich eine etwas fortgeschrittenere Osteogenese bei den Zellen von Matrigel, da
hier die gefarbten Bereiche grofifiachiger und mit einer intensiveren von-Kossa-Férbung
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ausgefallen waren als bei den iPSC von Feeder-Zellen. Vermutlich ist dies auf die an-
gesprochene Pradifferenzierung in den Randbereichen von Feeder-freien iPSC-Kulturen
zuriickzufithren (siehe Abschnitt 4.1.1, Seite 54).

Zusammenfassend konnte somit gezeigt werden, dass induzierte pluripotente Stamm-
zellen, die sowohl auf Matrigel als auch auf Feeder-Zellen kultiviert wurden, in der
Lage sind, adipogen und osteogen zu differenzieren. Dabei war das adipogene Diffe-
renzierungspotential bei beiden Kulturen vergleichbar und die Osteognese war etwas
ausgepragter in der Matrigel-Kultur. Letztere liefl sich zudem besser mit NaH,PO, in-
duzieren als mit 3-GP. Das mehrschichtige Zellwachstum deutete darauf hin, dass neben
den wenigen differenzierten Zellen noch viele undifferenzierte iPSC vorlagen. Histologi-
sche Untersuchungen der chondrogen induzierten Zellpellets konnten nicht durchgefiihrt
werden, da die Pellets sich nicht abgerundet und keine feste Struktur ausgebildet hatten.

Untersuchung der differenzierungsspezifischen Genexpression

Zusitzlich zu den histologischen Analysen wurde die mRNA-Expression der induzier-
ten Zellen untersucht und mit den entsprechenden Kontrollzellen verglichen (Abbildung
4.5 und 4.6). Mittels semiquantitativer und quantitativer RT-PCR wurden spezifische
Differenzierungsmarker an Tag 0 sowie nach drei- bzw. vierwochiger Induktion analy-
siert. Fiir die Adipogenese waren dies FABP4 (Fatty acid binding protein 4 ), Leptin,
LPL (Lipoproteinlipase) und PPAR~y (Perozisome proliferator-activated receptor gam-
ma), fiir die Osteogenese ALPL, IBSP (integrin-binding sialoprotein), Kollagen Tel,
Osteocalcin, Osteopontin und RUNX-2 (Runt-related transcription factor 2) und fir
die Chondrogenese entsprechend Aggrecan, Kollagen Il und SOX9 (sex determining
region Y-box 9). Die semiquantitativen RT-PCR-Analysen zeigten bei beiden iPSC-
Kulturen (Matrigel, Feeder) nur eine sehr schwache Expression der frithen Adipogenese
Marker PPAR-y und LPL.

Abbildung 4.5 zeigt die relativen mRNA-Expressionen der adipogen induzierten Zel-
len. Auffillig war hierbei, dass diese Marker bereits in den undifferenzierten iPSC ex-
primiert wurden (schwache Banden an Tag 0). Auch nach dreiwtchiger Kultivierung
konnten in den Kontrollzellen noch Expressionen von PPAR~y und LPL detektiert wer-
den (Matrigel: stark, Feeder: schwach). In den induzierten Zellen hingegen war lediglich
eine sehr schwache Bande zu erahnen. Nach einer weiteren Woche (Tag 27/28) war die
Expression von LPL und PPAR~y in den Kontrollzellen weiter zuriickgegangen. Die
Expression der adipogen induzierten Matrigel-iPSC hatte etwas zugenommen, bei der
Feeder-Kultur konnte hingegen keine Zunahme zu Vorwoche festgestellt werden. Alle
Nachweise der spéiten adipogenen Marker Leptin und FABP4 fielen negativ aus.

Typische Genexpressionsmarker der osteogenen und chondrogenen Differenzierung
wurden mittels quantitativer RT-PCR analysiert und sind in Abbildung 4.6 dargestellt.
Die ermittelten relativen Expressionswerte eines Gens (A Cr) wurden jeweils auf den
Messwert von Tag 0 normiert (AA Cr). In Bezug auf die Osteogenesemarker zeigte
sich sowohl bei den induzierten als auch den Kontrollzellen beider iPSC-Kulturen in-
nerhalb der ersten drei Wochen bei vier (ALPL, Osteocalcin, Osteopontin und Runx-2)
der insgesamt sechs untersuchten Gene eine deutliche Expressionsverminderung. In der
darauffolgenden Woche ging die Expression dieser vier Gene in den meisten induzier-
ten Zellen nochmals geringfiigig zuriick. Im Gegensatz dazu kann bei der Expression
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Abbildung 4.5: Darstellung der semiquantitativen RT-PCR-~Analysen bei direkter adipogener Diffe-
renzierung von hCB-iPSC. Untersucht wurde die relative mRNA-Expression der adipogenen Marker
FABP4, Leptin, LPL und PPAR~y. HPRT diente als interner Standard. Links sind die Ergebnisse der
induzierten Matrigel-iPSC (Passage 41.0) und rechts die der Feeder-iPSC (Passage 44.0) dargestellt.
Fiir die cDNA-Synthese wurden random-Primer und als Haushaltsgen wurde HPRT verwendet. d0 =
Tag 0/vor Start der Differenzierung, A = Adipogen differenzierte Zellen, K = Kontrollzellen.

von Kollagen Iax1 und IBSP (nur Matrigel) eine Zunahme verzeichnet werden. Kollagen
[l stieg jedoch auch in den Kontrollzellen an. Die IBSP-Werte der osteogen indu-
zierten Feeder-iPSC konnten leider nicht bestimmt werden, da die Templatmengen der
entsprechenden ¢cDNA scheinbar zu gering waren.

Im Vergleich der unterschiedlichen Phosphatquellen bekriftigten die mRNA-Daten
die histologischen Analysen. Sowohl die Matrigel- als auch die Feeder-iPSC, deren Dif-
ferenzierungsmedium mit NaH, PO, versetzt war, wiesen fast durchgehend hohere Gen-
expressionswerte auf als jene mit 3-GP im Medium. Zwei Ausnahmen bildeten Kol-
lagen Ixl und Osteopontin nach vierwochiger Differenzierung der Matrigel-iPSC. In
beiden Féllen lagen die Werte der NaH,PO,-differenzierten unter denen der (-GP-
differenzierten Zellen. Im Falle des Osteopontin befanden sich die Werte allerdings in
einem sehr niedrigen Bereich. Das heifit, die AA Cp-Werte unterscheiden sich (auch
aufgrund der Auftragung) zwar recht deutlich, die absoluten A Cp-Werte hingegen nur
um 1,2-107°, was sehr gering ist. Auch bei Kollagen Typ I ist der absolute Unterschied
von 1,1 - 107 noch recht gering.

Anhand der qRT-Daten ldsst sich somit eine positive Osteogenese mit NaHoPOy-
haltigem Differenzierungsmedium in beiden iPSC-Populationen vermuten, vor allem da
deren Messwerte meistens iiber denen der Kontrollen lagen. Die Tatsachen, dass aller-
dings vier der sechs analysierten Gene (ALPL, Osteocalcin, Osteopontin und Runx-2)
in den undifferenzierten iPSC (Tag 0) am hochsten und ein weiteres Gen (Kollagen Iecl)
auch nach einer mehrwdéchigen Kultivierung noch sehr stark exprimiert wurden, machen
eine konkretere Aussage sehr schwierig. Zusammen mit den histologischen Daten war
jedoch eine geringfiigige Differenzierung zu Osteoblasten mit dem Natriumsalz wahr-
scheinlich. Dem gegeniiber kann eine Differenzierung mit 3-GP nicht bestétigt werden.
Einerseits fiel die Histologie dieser Zellen maximal schwach positiv fiir Calcium- und
Phosphationen aus und andererseits lagen deren Genexpressionswerte meistens unter-
halb der jeweiligen Kontrollen.

Beziiglich der angesprochenen Expressionsabnahme einiger osteogener Marker
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Abbildung 4.6: Darstellung der qRT-PCR-Analysen einiger osteogener und chondrogener Expressi-
onsmarker nach direkter Differenzierung von hCB-iPSC. Links sind die Ergebnisse der Differenzierung
von Matrigel-iPSC (Passage 41.0) und rechts die von Feeder-iPSC (Passage 44.0) dargestellt. A: qRT-
PCR-Ergebnisse der osteogenen (f-GP und NaH,PO,) Differenzierung, normiert auf den Wert der
Kontrollzellen an Tag 0; B: qRT-PCR-Ergebnisse der chondrogenen Differenzierung, normiert auf den
Wert der Kontrollzellen an Tag 0. Fiir die cDNA-Synthese wurden random-Primer und als Haushalts-
gen wurde 18S-rRNA verwendet. Signifikanzen wurden in Bezug auf die entsprechenden Kontrollen
des jeweiligen Tages berechnet. * : p < 0,05; ** : p < 0,01; *** : p < 0,001.
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(ALPL, Osteocalcin, Osteopontin, Runx-2) im Laufe der Differenzierung ist bekannt,
dass ALPL nicht nur ein Marker fiir die Osteogenese, sondern auch fiir die Pluripotenz
ist. Entsprechend wird es in iPSC und ESC stark exprimiert. Uber eine erhéhte Ex-
pression der anderen drei Gene in pluripotenten Zellen gibt es, soweit bekannt, keine
Daten. Davon ausgehend, dass ALPL, Osteocalcin, Osteopontin und Runx-2 in pluri-
potenten Stammzellen erhéht exprimiert werden, ldsst die starke Expressionsabnahme
einen Verlust des pluripotenten Charakters vermuten. In diesem Fall miissten auch typi-
sche Pluripotenz-Marker einen deutlichen Riickgang bei ihrer Genexpression aufweisen.
Diese Hypothese wurde im Anschluss tiberpriift (siche unten).

Zur Uberpriifung der chondrogenen Induktion wurden die Marker Aggrecan, Kolla-
gen [l und SOX9 analysiert. Dabei zeigte sich eine Expressionszunahme von Kolla-
gen Ilal und SOX9 in den iPSC von Matrigel. In beiden Féllen war der Wert nach
dreiw6chiger Induktion (Tag 21) am hochsten. Bei der iPSC-Kultur von Feeder-Zellen
kann etwas derartiges nicht beobachtet werden. Hier nehmen die AA Cp-Werte der in-
duzierten Zellen im Laufe der Differenzierung schwach (SOX9) bis stark (Kollagen ITec1)
ab und waren immer geringer als die Werte der Kontrollzellen. Das dritte untersuchte
Gen Aggrecan zeigte in den induzierten Matrigel-iPSC eine leicht abnehmende Tendenz
(Faktor ~ -2,5). Die Kontrollwerte sind nach 3 Wochen hingegen leicht erhoht (Fak-
tor ~ 1,4) und nach 4 Wochen leicht erniedrigt (Faktor ~ -1,2). In der Feeder-Kultur
zeigten sowohl die Werte der Kontrollen als auch die der induzierten Zellen zwischen
Tag 0 und Tag 21 eine Expressionserniedrigung etwa um den Faktor 20. In der dar-
auffolgenden Woche verénderten sie sich aber nur noch wenig. Dieser Verlauf dhnelte
der Expressionsabnahme bei den osteogenen Markern ALPL, Osteocalcin, Osteopontin
und Runx-2.

Auf Grundlage dieser Daten lief sich eine beginnende Chondrogenese lediglich bei
den induzierten pluripotenten Stammzellen von Matrigel vermuten. Aufgrund der Tat-
sache, dass sich die Zellpellets nicht abgerundet hatten und deswegen keine histolo-
gischen Farbungen durchgefiihrt werden konnten, kann die Vermutung nicht endgiiltig
bestétigt werden. Die Genexpressionsdaten der induzierten Feeder-iPSC lieflen hingegen
keine Chondrogenese vermuten. Dieser Unterschied kénnte ebenfalls auf einer moglichen
Pradifferenzierung der iPSC zu mesenchymalen Zellen innerhalb Feeder-freier Kulturen
beruhen. Dadurch konnte eine Weiterdifferenzierung in die chondrogene Richtung er-
leichtert worden sein, nicht aber bei den iPSC von Feeder-Zellen.

Untersuchung der Genexpression pluripotenter Marker

Um den vermuteten Verlust des pluripotenten Charakters wihrend der direkten me-
sodermalen Differenzierung von Matrigel- und Feeder-iPSC zu iiberpriifen, wurden die
Expressionen typischer Pluripotenzmarker vor und nach vierwochiger Kultivierung mit
Induktions- oder Kontrollmedium untersucht. Analysiert wurden die Marker ALPL,
CD24, E-Cadherin, LIN28, NANOG, OCT4 und SOX2. Die Ergebnisse sind in Abbil-
dung 4.7 dargestellt.

Im Rahmen des vierwochigen Experimentes zeigte sich, dass die Genexpressionen
aller Pluripotenzmarker in ausnahmslos allen Zellen herunterreguliert wurden. Dies
deutete auf einen weitestgehenden Verlust des pluripotenten Charakters hin. Bei den
zweidimensional kultivierten Zellen war jedoch auffillig, dass die adipogen induzierten

64



4 Ergebnisse

hCB-iPSC von Matrigel hCB-iPSC von Feeder
ex10° ALPL a10° D24 5x10j2 ALPL 1x10™ cD24
5x10© i 6x10° 410”0 8a0°
i i 3x10°® 6x10°°
%
2a0” N * 10 4x10°
g 2a0° * a0 % ¥ a0 .
0 0 0 0
- do K AGPNaKc C d0 K AGPNaKc C d0 K A GPNaKc C do K A GPNaKc C
O 5 4 6. -4
ay P E-Cadherin  ¥20, Lin28 e E-Cadherin  ¥%° Lin28
8106 ) 2x10 i i 2x1o4.
§ 6ao® * 8x10°® o 4x10°®
B a0t 6:10° 410 3x10°
] * 4x10°° 5 210°
6 210
L 20 % 208 1x10°®
0 0 0
Lﬁ d0 K AGPNaKc C d0 K AGPNaKc C d0 K AGPNakc C
1
% 5x10° 210 3x10°
= Nanog 6x10°~> Oct-4 Nanog . Oct-4
£ 3ac® - 4x10° . 2x10°
v 5x10°® - 3x107
B 3a08 20”7 ¥ 207
T ot 10”7 % 1107
0 0 0 0
d0o K AGPNakc C d0 K AGPNaKc C d0 K AGPNaKc C d0 K A GPNaKc C
3x10°° Sox-2 2x10°® S
2a0° i I Tag O 105 *
0% ? I Kontrolle Adipo & Osteo | ]
3 [ Adipo 8x10®
210 [ Osteo p-GP 6x10°%:
107 ] Osteo NaH,PO, 4x10®
P [ 1Kontrolle Chondro 2"103
d0 K A GPNaKc C [ ]Chondro d0 K A GPNaKc C

Abbildung 4.7: Darstellung der qRT-PCR-Analysen der Pluripotenzmarker nach vierwochiger adipo-
gener, osteogener und chondrogener Induktion von hCB-iPSC. Links sind die Ergebnisse der Matrigel-
iPSC (Passage 41.0) und rechts die der Feeder-iPSC (Passage 44.0) dargestellt. d0 = Zellen an Tag
0, K = Kontrollzellen (2D) der Adipo- & Osteogenese, A = adipogen differenzierte Zellen, GP = mit
3-GP osteogen differenzierte Zellen, Na = mit NaHsPO,4 osteogen differenzierte Zellen, K¢ = Kon-
trollzellen (3D) der Chondrogenese, C = chondrogen differenzierte Zellen. Fiir die ¢cDNA-Synthese
wurden random-Primer und als Haushaltsgen wurde 18S-rRNA verwendet. Signifikanzen wurden in
Bezug auf die entsprechenden Kontrollen des jeweiligen Tages berechnet. * : p < 0,05; ** : p < 0,01;
kS p < 0,001.

Zellen beider iPSC-Kulturen (Matrigel, Feeder) tiberwiegend eine erhthte Genexpres-
sion gegeniiber den anderen Zellen aufwiesen. Lediglich auf SOX2 (Matrigel-iPSC) und
E-Cadherin (Feeder-iPSC) traf dies nicht zu. Die dreidimensional als Pellet kultivier-
ten Zellen (chondrogen induziert und Kontrollen) wiesen allerdings haufig eine erhchte
Genexpression gegeniiber den 2D-kultivierten Zellen auf. Dabei exprimierten die Zel-
len in den Kontrollpellets noch bis zu 80 % der Genexpression in den Ausgangszellen
(Tag 0), die chondrogen induzierten Pellets exprimierten hingegen maximal ein Drittel.
Die vergleichsweise geringe Abnahme der Pluripotenzmarker deutete somit darauf hin,
dass in den dreidimensionalen Zellpellets noch deutlich mehr pluripotente Stammzellen
vorhanden waren als in den 2D-Kulturen.

65



4 Ergebnisse

4.2 Generierung und Charakterisierung von iPS-MSC
mittels EB- und ML-Methode

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der Monolayer (ML)- und der Embryoid Bo-
dy (EB)-Methode im Hinblick auf die Differenzierung von iPSC zu MSC beschrieben.
Im ersten Teil steht sowohl der Vergleich der beiden Methoden unter Verwendung von
hCB-iPSC als auch die Charakterisierung der generierten iPS-MSC im Vordergrund.
Abschlielend wird die Differenzierung von hHSC- und hFF-iPSC néher erldutert. Um
einen moglichen Einfluss muriner Feeder-Zellen zu vermeiden, wurden nur iPSC ver-
wendet, die vor der Differenzierung fiir zwei Passagen auf Matrigel kultiviert worden
waren.

4.2.1 Vergleichende Differenzierung von hCB-iPSC zu MSC mittels
ML- und EB-Methode und Charakterisierung der iPS-MSC

Insgesamt wurden 15 Generierungen von hCB-iPS-MSC unter den Standardbedingun-
gen durchgefiihrt. Es wurde neunmal die Monolayer und sechsmal die Embryoid Body-
Methode angewandt. Tabelle 4.2 gibt einen ersten Uberblick iiber die durchgefiihrten
Experimente und deren Ergebnisse. Eine erste Einschétzung, ob die Differenzierung
gegliickt war oder nicht, erfolgte anhand morphologischer Aspekte. Fiir erfolgreich ge-
nerierte iPS-MSC mussten die Zellen ansatzweise homogen sein und eine spindelférmige
fibroblastoide Struktur aufweisen. Zudem war das Auftreten isolierter Zellen wichtig,
um diese von epithelialen, im Verbund wachsenden Zellen zu unterscheiden. Waren nicht
alle Kriterien erfiillt, wurde der Versuch als ,,nicht erfolgreich® gewertet. Soweit moglich
wurden ML- und EB-Differenzierungen parallel mit den gleichen Ausgangszellen durch-
gefiithrt. Dies war bei ML6 und EB1, ML7 und EB3, ML8 und EB4 sowie ML9 und
EB6 der Fall.

Mittels ML-Methode konnten lediglich zwei (ML1 und ML6) von insgesamt neun Dif-
ferenzierungen (22 %) erfolgreich beendet werden. In den anderen sieben Fillen waren
entweder aufgrund eines plotzlichen Zelltodes nach dem Passagieren keine oder nur we-
nig proliferierende Zellen wieder angewachsen (ML3, ML4, ML5, ML7) oder es konnte
keine homogene MSC-&hnliche Morphologie beobachtet werden (ML2, ML4, ML5, MLS,
ML9). In Bezug auf den plétzlichen Zelltod ist bekannt, dass pluripotente Stammzellen
in Einzelzellsuspension, wie sie beim Passagieren vorkommt, extrem stressempfindlich
sind und apoptotisch darauf reagieren. Daher wurde dem Medium ROCK-Inhibitor
(Y-27632) zugegeben, welcher pluripotente Zellen in Suspension stabilisiert [126,127].
Vorversuche hatten gezeigt, dass bei Passagier-Vorgéingen ohne den Kinase-Inhibitor
annihernd 100 % der Zellen abgestorben waren, mit dessen Verwendung waren es im-
mer noch 80 bis 90 %. Dieser Zellverlust wurde durch relativ hohe Aussaatdichten
kompensiert (vergleiche Tabelle 3.4), welche zum Teil deutlich hoher waren als in der
Literatur angegeben [80,90, 128]. Mit zunehmender Passage nahm die Empfindlichkeit
der Zellen ab, so dass weniger ROCK Inhibitor zugegeben und geringere Zellzahlen
ausgesit wurden. Ab Passage 7 wurde kein ROCK-Inhibitor mehr eingesetzt. Trotzdem
kam es in vier Féllen (ML3, ML4, ML5, ML7) zu einer plotzlichen Apoptose, so dass
die Differenzierung nicht beendet werden konnte.

Dem gegeniiber waren fiinf von sechs EB-Experimenten (83 %) erfolgreich iPS-MSC
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Tabelle 4.2: Ubersicht der durchgefithrten Experimente zur Generierung von iPS-MSC mittels ML-
und EB-Methode. Alle Differenzierungen wurden mit hCB-iPSC durchgefiihrt. Gleiche Ausgangszellen
wurden jeweils bei ML6 und EB1, ML7 und EB3, MLS8 und EB4 sowie ML9 und EB6 verwendet.

Experi-
ment

Passage
der hCB-
iPSC

Erfolg-
reich?

Kommentar

Monolayer-Differenzierungen

ML1

ML2

ML3
ML4

ML5

ML6

ML7
MLS8

ML9

45.0

48.0

33.0
41.0

55.0

42.0

42.0
36.0

61.0

Ja

Nein

Nein
Nein

Nein

Ja

Nein
Nein

Nein

MSC-ahnliche Kultur ab Passage 45.7,
morphologische Verdnderungen in Passage 45.12
kleine, runde Zellen bis in Passage 48.9, keine
MSC-dhnliche Morphologie

plotzlicher Zelltod in Passage 33.5

keine MSC-éhnliche Morphologie, plotzlicher
Zelltod in Passage 41.12

plotzlicher Zelltod von einem Grofiteil der Zellen
in Passage 55.7, danach extrem inhomoge Kultur
mit wenigen MSC-&hnlichen Zellen
MSC-ahnliche Kultur ab Passage 42.8,
morphologische Verdnderungen in Passage 42.12
plotzlicher Zelltod in Passage 42.6

kleine runde Zellen bis in Passage 36.8, nur
vereinzelt MSC-dhnliche Zellen

ab Passage 6 wenige MSC-ahnliche Zellen, aber

sehr inhomogen und ab Passage 61.9 grofiflichige
Zellen

Embryoid Body-Differenzierungen

EB1

EB2

EB3

EB4
EB5

EB6

42.0

46.0

42.0

36.0
42.0

61.0

Ja

Ja

Ja

Nein
Ja

Ja

Morphologische Verédnderungen in Passage 42.7,
kleinere Zellen

Morphologische Verédnderungen in Passage 46.9,
kleinere Zellen

Morphologische Verédnderungen in Passage 42.6,
breite und flichige Zellen

keine MSC-&hnliche Morphologie
Morphologische Verédnderungen in Passage 42.6,
breite und flachige Zellen

leicht inhomogene Kultur, morphologische
Verdnderungen in Passage 61.3, breite und
flachige Zellen

generiert werden. Ein plotzlicher Zelltod wurde zu keinem Zeitpunkt beobachtet. Le-
diglich in Experiment EB4 konnte keine iPS-MSC-Kultur generiert werden.
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Morphologische Analysen

Wihrend der Differenzierung von iPSC zu MSC wurden die Zellen regelméfliig am Mi-
kroskop betrachtet und fotografiert. Abbildung 4.8 zeigt noch einmal den schematischen
Ablauf beider Methoden sowie Fotos vor (C1), wiahrend (C3-4, 6-7) und nach der Dif-
ferenzierung (C5, 8). Zu Vergleichszwecken ist ein exemplarisches Foto von nativen
hBMSC ebenfalls dargestellt (C2).

Wiéhrend der ML-Differenzierung von iPSC zu MSC wurden die Zellen durchgehend
als Monolayer kultiviert. Dabei konnte eine langsame morphologische Verédnderung be-
obachtet werden. Zunéchst (Passage 1 bis 4) wuchsen die Zellen nicht mehr in mehr-
schichtigen Kolonien, sondern in einschichtigen Zellverbénden, welche héaufig spitze
Ausléufer oder eine Stern-ahnliche Form aufwiesen (Abbildung 4.8, C3). Anschlieflend
konnten immer mehr vereinzelte Zellen registriert werden. Deren Morphologie hat sich
von anféanglich klein und rund zu flach und langgestreckt entwickelt und dhnelte damit
immer mehr derer von Fibroblasten und mesenchymalen Stammzellen (C4). Wenn die
Differenzierung erfolgreich war, konnte ab Passage 7 oder 8 eine anndhernd homogene
MSC-éhnliche Kultur beobachtet werden (C5). Allerdings wurden auch vereinzelte Zel-
len mit andersartiger Morphologie beobachtet, so dass keine 100 %ig homogene Kultur
generiert wurden. Die Differenzierung dauerte bis zu diesem Zeitpunkt 39 (ML1) bzw.
40 (ML6) Tage. In den meisten Fillen (78 %) war die iPS-MSC-Generierung jedoch
nicht erfolgreich.

Fiir die Differenzierung mittels EB-Methode wurden die iPSC mit einem Zellschaber
von der Kulturschalenoberfliche abgelost. Die dadurch entstandenen Zellhaufen wur-
den anschlieffend in eine Petrischale fiir Suspensionskulturen iiberfiihrt. Innerhalb des
ersten Tages rundeten sich die Zellverbénde ab, so dass Embryoid Bodies (EBs) von
unterschiedlicher Grofle entstanden (Abbildung 4.8, C6). In Suspension konnte, subjek-
tiv wahrgenommen, lediglich eine geringe Vergrofierung der EBs, aber ansonsten keine
morphologische Verdnderung beobachtet werden. Nach 7 Tagen wurden die EBs in eine
gelatinierte Zellkulturflasche iiberfithrt und adhérierten an den Flaschenboden. Dar-
aufhin wuchsen Zellen aus den EBs heraus, welche bereits eine Fibroblasten-dhnliche
Morphologie aufwiesen (C7). Die EBs wurden mechanisch entfernt und nur die her-
ausgewachsenen, am Flaschenboden adhérierten Zellen passagiert. Bereits nach dem
ersten Passagieren wiesen die meisten Zellen eine spindelférmige Morphologie auf, wie
sie fiir Fibroblasten und mesenchymale Stammzellen typisch ist. Spatestens in Passage
2 (durchschnittlich Tag 21) konnte eine homogene MSC-typische Morphologie beobach-
tet werden (C8). Der Wechsel zu MSC-Wachstumsmedium in der dritten Passage hatte
bei keiner Differenzierung einen Einfluss auf die Morphologie.

Die erfolgreich generierten iPS-MSC beider Methoden (ML und EB) konnten anschlie-
Bend einige Passagen als stabile Kultur mit fibroblastoider Morphologie kultiviert wer-
den. Nach einer ldngeren Kultivierung traten allerdings morphologische Verdnderungen
auf (vergleiche Tabelle 4.2). Teilweise wurden die iPS-MSC wieder deutlich kleiner und
eckiger (ML1, ML6, EB1 und EB2). In anderen Kulturen wurden die Zellen, &hnlich
zu seneszenten MSC, flaichiger und breiter (EB3, EB5 und EBG6). Exemplarische Fotos
sind in Abbildung 4.9 dargestellt. Dies trat etwa drei bis neun Passagen nach der Ent-
stehung einer anndhernd homogenen MSC-&hnlichen Kultur auf. Aus welchem Grund
die iPS-MSC weiterdifferenzierten konnte nicht abschlieBend geklart werden.
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A iPS-MSC

Biocoll-

C Zellkultur-Fotos

iPSC

Abbildung 4.8: A: Schematische Darstellung der durchgefiihrten Monolayer- (oben) und Embryoid
Body-Methoden (unten) zur Differenzierung von iPSC zu MSC. B: Schema der hBMSC-Gewinnung.
Die Stammzellen wurden dem Spender mittels Beckenkammpunktat entnommen, mit Biocoll aufge-
reinigt und anschliefilend plastik-adhérent kultiviert. C: Zellkulturfotos von iPSC (1), hBMSC (2)
sowie wihrend der Generierung von iPS-MSC (3 - 8). Die Fotos 3 und 4 zeigen iPSC wihrend der
ML-Differenzierung in Passage 1 und 5, Foto 5 die Zellen einer erfolgreich generierten iPS-MSC(ML)-
Kultur in Passagen 8. Auf Foto 6 sind EBs nach 7-tdgiger Suspensionskultur und auf Foto 7 die
adhéirierten EBs an Tag 14 dargestellt. Foto 8 zeigt iPS-MSC(EB) in Passage 2. Die Morphologien
beider iPS-MSC-Kulturen sind mit der der hBMSC vergleichbar.

Durchflusszytometrische Analysen

Die durchflusszytometrischen Analysen wurden grundsétzlich zum Zeitpunkt des Pas-
sagierens durchgefithrt. Nachdem die Zellen enzymatisch abgeltst waren, wurde die fiir
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Abbildung 4.9: Exemplarische Fotos der morphologischen Entwicklung von iPS-MSC nach ldngerer
Kultivierung. Es wurden kleine, eckige (A und B, EB1 Passage 7 und ML1 Passage 16) oder breite,
flichige Zellen (C, EB5 Passage 6) beobachtet. Messbalken: 200 pm

eine weitere Differenzierung benétigte Zellzahl abgenommen. Die verbliebenen Zellen
wurden fiir die Farbungen mit Antikorpern und entsprechenden Isotypkontrollen ver-
wendet. Die FCM-Analysen hatten die Klarung von zwei Fragestellungen zum Ziel.
Zum einen sollte die Verdnderungen der Oberflichenantigene im Rahmen der EB- und
ML-Differenzierungen analysiert werden. Zum anderen war der Vergleich der Expressi-
onsmuster von undifferenzierten iPSC, generierten iPS-MSC und genuinen hBMSC von
Interesse.

Fiir die Analyse der Oberflichenantigene im Differenzierungsverlauf wurden die Zel-
len zu verschiedenen Zeitpunkten, wenn moglich aber in den Passagen 0, 3, 5, 7 und 10
(ML-Methode) bzw. 0, 1, 3 und 5 (EB-Methode), durchflusszytometrisch untersucht.
Bei der EB-Methode konnten keine bedeutenden zeitlichen Verdnderungen beobachtet
werden, da die Zellen bereits in der ersten Passage nach der EB-Phase anndhernd dem
MSC-typischen Expressionsmuster entsprachen (siehe unten). Diese Ergebnisse deckten
sich mit den morphologischen Beobachtungen. Lediglich CD24 und SSEA-4 werden auf
einem geringen Anteil (< 20 %) der iPS-MSC(EB) in Passage 1 exprimiert. Bei der dar-
auffolgenden Messung in Passage 3 waren die Ergebnisse auch fiir diese beiden Antigene
negativ. Eine weitere Verédnderung des Expressionsmusters wurde bei iPS-MSC(EB) in
hoheren Passagen nicht festgestellt.

Wihrend der langsameren ML-Differenzierung war eine direkte Verfolgung der Dif-
ferenzierung anhand der Oberflichenantigene moglich. Bei den Pluripotenzmarkern
CD24, SSEA-3 und -4 und TRA-1-60 zeigte sich, dass sich innerhalb der Kultur zunéchst
zwei Fraktionen bildeten, eine positive entsprechend den Ausgangszellen und eine schwi-
cher positive oder negative Fraktion. Umgekehrt verhielten sich die mesenchymalen Po-
sitivmarkern, welche nicht oder nur schwach auf iPSC exprimiert wurden (CD13, CD44,
CDT73, CD105, CD146). Zu Beginn der Differenzierung bildete sich eine zweite, positive-
re Fraktion. Diese nahm mit der Zeit zu, wohingegen die negativere der beiden Fraktio-
nen abnahm. Insgesamt verschob sich das Expressionsmuster der Oberflachenantigene
von einem pluripotenten zu einem MSC-&dhnlichen Phéanotyp. Dieser Befund l&sst sich
anhand der Priasentation von CD24 und CD105 veranschaulichen. Abbildung 4.10 zeigt
die Wolkendiagramme einer ML-Differenzierung (ML5) zwischen Passage 0 und 7, wo-
bei die Fluoreszenzintensitdaten von CD24 und CD105 gegeneinander aufgetragen sind.

Im undifferenzierten Zustand exprimieren iPSC CD24 zu annihernd 100 %, aber

kein CD105. Anhand der zeitlich aufeinander Analysen zeigte sich, dass zunéchst die
CD24-Expression reduziert wurde, wodurch doppelt negative Zellen (CD24~ /CD1057)
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ungefarbte Zellen

v Passage 55.0  xi Passage 55.0 v Passage 55.1
o o __ 0% Oloz,0% 0,5%
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CDI105 ' CDI105 CDI105
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Abbildung 4.10: Dot Plot-Darstellung der Fluoreszenzintensitédten von CD24 und CD105 wihrend
der Differenzierung von iPSC zu MSC. Dargestellt sind ungefirbte Zellen (links oben) sowie die
gefirbten Zellen zwischen Passage 55.0 und 55.7. Anhand der ungefirbten Zellen in Passage 55.0
wurden die Grenzen der Quadranten gesetzt und fiir alle weiteren Passagen beibehalten. Die jeweiligen
Prozentangaben geben den Anteil der Zellen in dem entsprechenden Quadranten an.

entstanden. Anschliefend nahm die CD105-Expression immer mehr zu, so dass die
CD24~/CD105"-Zellen iiberwogen. Mit zunehmender Passage verschob sich somit das
Expressionsmuster von einem pluripotenten CD247/CD105™- zu einem mesenchyma-
len CD24~/CD105"-Phénotyp. Doppelt positive Zellen (CD24" /CD105") traten kaum
auf. Die wenigen Zellen im entsprechenden Quadranten Q1 waren entweder Ausrei-
Ber der benachbarten einfach positiven Fraktionen in Q2 (CD247/CD1057) und Q4
(CD24~/CD105") oder Agglomerate aus zwei einfach positiven Zellen. Dies konnte im
Rahmen spéterer Sortierungsexperimente anhand einer Reanalyse der Zellen aus Q1
ermittelt werden.

Daneben gaben die durchflusszytometrischen Analysen von Experiment ML5 Grund
zu der Annahme, dass sich die Differenzierung zwischen Passage 55.3 und 55.6 wieder
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riicklaufig verhielt (Abbildung 4.10). In der dritten Passage lagen bereits knapp 25 %
doppelt negative und 8 % CD105-positive Zellen vor, der Anteil an CD24-positiver
Zellen hatte sich auf 67,1 % reduziert. Drei Passagen spiter betrug der Anteil der
CD24" /CD105 -Fraktion allerdings wieder iiber 90 %, der der CD24~ /CD105 -Frak-
tion nur noch 5,5 % und die CD24~/CD105% Zellen sind auf 3,3 % zuriickgegangen?.
Scheinbar ist die Differenzierung von iPSC zu iPS-MSC bis zu einem bestimmten Punkt
reversibel. Diese Theorie wird auch von der Tatsache gestiitzt, dass die Differenzierung
nicht erfolgreich abgeschlossen werden konnte, obwohl zwischenzeitlich eine eindeutige

Entwicklung von pluripotenten zu mesenchymalen Zellen verzeichnet wurde. In Passage
55.10 wiesen wieder 97 % der Zellen einen CD24" /CD105~-Phénotyp auf.

Neben der Analyse des Differenzierungsprozesses sollten die Oberflichenantigene von
undifferenzierten iPSC, generierten iPS-MSC(EB/ML) und nativen hBMSC miteinan-
der verglichen werden. Abbildung 4.11 zeigt exemplarische Ergebnisse dieser durch-
flusszytometrischen Analysen. Zum einen sind die Ergebnisse einer hCB-iPSC-Kultur
von Feeder-Zellen (Passage 50.0) gezeigt, da diese die Ausgangszellen darstellen. Zum
anderen sind exemplarische Histogramme der iPS-MSC aus den Versuchen ML6 und
EB5 abgebildet. Fiir den Vergleich mit nativen MSC sind die Analyse-Ergebnisse einer
entsprechenden hBMSC-Population (Passage 3) ebenfalls abgebildet.

Die durchflusszytometrischen Daten zeigten, dass sich die Expression der Oberfla-
chenmolekiile durch die Differenzierung von einem pluripotenten zu einem MSC-ty-
pischen Expressionsmuster verindert hatte. Alle Pluripotenzmarker (CD24, SSEA-3,
SSEA-4 und TRA-1-60) wurden vor der Differenzierung stark und danach gar nicht
mehr auf der Oberfliche préasentiert. Die analysierten hBMSC exprimierten jedoch
SSEA-4, was einen grofien Unterschied zu den iPS-MSC darstellt. Dazu ist bereits
publiziert, dass SSEA-4 auf mesenchymalen Stammzellen des Knochenmarks, jedoch
nicht auf MSC aus anderen Geweben wie z.B. dem Fettgewebe oder der Nabelschnur,
exprimiert wird [19,129]. Somit kann dessen Fehlen bei der Bewertung der generierten
iPS-MSC nicht negativ ausgelegt werden.

Ein weiterer Unterschied zwischen genuinen und generierten MSC war, dass CD106
nicht auf der Oberfliache von iPS-MSC présentiert wird. Zwar gehort dieses Oberflachen-
antigen nicht zu den Minimalkriterien der International Society for Cellular Therapy
fiir mesenchymale Stammzellen [18], doch wird es haufig als MSC-Marker angesehen.
Daneben wurde allerdings auch von MSC ohne CD106-Expression berichtet [21,90,130].

Ausgehend von iPSC nahm die Présentation der anderen positiven MSC-Marker
(CD13, CD44, CD73, CD90, CD105, CD147) im Rahmen der Differenzierung zu iPS-
MSC zu oder blieb positiv. Die Expressionen der Negativmarker (CD14, CD34, CD45)
blieben durchgehend negativ. Dabei hatte die angewandte Differenzierungsmethode
(ML oder EB) keinen Einfluss auf das resultierende Expressionsmuster der iPS-MSC.
Letzteres entsprach somit mesenchymalen Stammzellen, welche weder SSEA-4 noch
CD106 exprimieren.

Daneben konnten sowohl in iPS-MSC(EB)- als auch in iPS-MSC(ML)-Kulturen kei-
ne Zellen mit pluripotentem Charakter nachgewiesen werden. Dies liel vermuten, dass

3Der Eindruck, dass die Prozentangaben nicht mit den Dotplot in Abbildung 4.10 (vor allem in
Passage 55.6 und 55.7) iibereinstimmen, liegt daran, dass die Fluoreszenzintensitéiten zu geringeren
Werten verschoben waren und somit einige Datenpunkte nicht mehr dargestellt werden konnten.
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Abbildung 4.11: Exemplarische Histogramme von Pluripotenz- und MSC-assoziierten Ober-
flichenmarkern. Dargestellt sind undifferenzierte hCB-iPSC von Feeder-Zellen in Passage 50.0, iPS-
MSC(ML) in Passage 42.7, iPS-MSC(EB) in Passage 42.3 und hBMSC in Passage 3. Das grau unterleg-
te Histogramm reprasentiert die mit Antikorpern gefarbten Zellen und das nicht gefiillte Histogramm
entsprechend die Kontrollen. Fiir SSEA-3 dienten ungeféirbte Zellen als Referenz, da kein passender
Isotypkontroll-Antikérper zur Verfiigung stand.

keine grofleren Mengen an iPSC mehr in der Kultur vorhanden waren. Die Moglichkeit,
dass vereinzelte pluripotente Stammzellen vorlagen, bestand allerdings.

Untersuchung der Genexpression

Fiir die Analyse der Genexpression auf mRNA-Niveau wurden von den zu differenzie-
renden Zellen vor annédhernd jedem Passagieren eine Probe genommen und analysiert.
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Bei diesen Untersuchungen war ebenfalls der Vergleich der erfolgreich generierten iPSC-
MSC mit undifferenzierten iPSC sowie isolierten und in vitro kultivierten hBMSC von
besonderem Interesse. Abbildung 4.12 zeigt zunéchst den zeitlichen Verlauf der Gen-
expression pluripotenter (ALPL, CD24, E-Cadherin, LIN 28, NANOG, OCT4, SOX2),
mesenchymaler (CD44, CD73, CD90, CD105, CD146) und EMT-Markergene (TGF-
(3). Exemplarisch fiir beide Methoden sind die Ergebnisse der EB3- (schwarze Qua-
drate, gefiillt) und der ML1-Differenzierung (graue Diamanten, leer) dargestellt. Da
beide Versuche mit iPSC unterschiedlicher Passage durchgefiihrt wurden und, wie be-
reits gezeigt, deren Genexpressionen zum Teil stark variieren konnten, wiesen die Aus-
gangszellen (Tag 0) zum Teil nicht die gleichen Anfangswerte auf.

Die qRT-PCR-Daten zeigten mit Ausnahme von CD24 bei allen Pluripotenzmar-
kern der Embryoid Body-Differenzierung zu Beginn (Tag 7, EBs in Suspensionskul-
tur) einen Anstieg des mRNA-Niveaus (Abbildung 4.12). Ahnliche Verldufe zeigten
sich auch bei den anderen erfolgreichen EB-Differenzierungen und konnten fiir ALPL,
LIN28, NANOG und SOX2 auch bei der ML-Methode beobachtet werden (Daten nicht
gezeigt). Im Anschluss fand bei beiden Methoden eine starke Reduktion aller Pluri-
potenz-assoziierten Gene statt. Diese stimmte mit den FCM-Analysen {iberein, welche
eine starke Abnahme aller pluripotenten Oberflichenmarker aufwiesen. Einmal herun-
terregulierte Gene bleiben zudem meist auf dem niedrigen Expressionsniveau. Lediglich
ALPL stieg nach Tag 40 der EB-Differenzierung wieder an. Im Vergleich der Differenzie-
rungsmethoden zeigte sich durchgehend, dass die EB-Methode eine schnellere Abnahme
der Pluripotenzmarker bewirkte als die ML-Methode. Ab Tag 22, dies entspricht der
ersten Passage nach der EB-Phase, lagen die A Cp-Werte bereits ein bis zwei Zehnerpo-
tenzen unterhalb des Anfangswertes. Dieses niedrige mRNA-Niveau wurde im weiteren
Versuchsverlauf beibehalten (Ausnahme: ALPL). Bei der ML-Differenzierung wurden
vergleichbare A Cp-Werte erst ab Tag 39 oder 53 verzeichnet. Zeitgleich mit dem Er-
reichen der niedrigen Expressionsniveaus der Pluripotenzmarker, erreichte TGF-33 ein
zwischenzeitliches Maximum. Bei der EB-Methode befand sich dieses Maximum am
Ende der EB-Phase (EB5) oder zu Beginn der anschlieenden Monolayer-Kultur (EB3,
EB6), also innerhalb der ersten drei bis vier Wochen. Das TGF-f3-Maximum trat bei
der ML-Differenzierung hingegen erst nach knapp acht Wochen und damit deutlich
spater vor. TGF-33 ist ein typischer EMT-Marker. Sein Maximum deutet, einherge-
hend mit der Abnahme der Pluripotenz-assoziierten Gene, somit auf eine epithelial-
mesenchymale Transition hin. Passend dazu nahmen die Genexpressionen der MSC-
Marker mit dem TGF-33-Anstieg ebenfalls zu. Von diesen Markern zeigten bis auf
CD90 alle Gene (CD44, CD73, CD105, CD146) eine steigende Tendenz. CD90 wies
einige Schwankungen auf, eine eindeutige Zu- oder Abnahme konnte aber nicht beob-
achtet werden. Dies bekriftigte die durchflusszytometrischen Analysen, welche zeigten,
dass CD90 auf der Zelloberflache von undifferenzierten iPSC und generierten iPS-MSC
etwa gleich stark présentiert wurde (vergleiche Abbildung 4.11, Seite 73). Auch das
mRNA-Niveau von CD146 wies trotz steigender Tendenz starke Schwankungen auf.
CD44, CD73 und CD105 steigen nach Tag 7 (EB-Phase in Suspensionskultur) bis Tag
39 (3. Passage in Monolayer-Kultur) kontinuierlich an. Der etwas stérkere Anstieg zwi-
schen der zweiten und dritten Passage war mit dem Wechsel von iPS-MSC-Medium zu
MSC-GM zu begriinden.

Die Genexpressionensidnderungen der mesenchymalen Positivmarker verliefen, ebenso
wie die der Pluripotenzmarker, kongruent zu den préasentierten Oberflichenantigenen.
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Abbildung 4.12: Darstellung der relativen mRNA-Expressionen typischer Pluripotenz- (schwarze
Schrift) , MSC- (blaue Schrift) und EMT-Marker (griine Schrift) wihrend der Monolayer- und EB-
Differenzierung. Fiir die cDNA-Synthese wurden random-Primer und als Haushaltsgen wurde 18S-
rRNA verwendet.

Die EB-Differenflierung verlief deutlich schneller und wies héufig eine intensivere Gen-
expressionssteigerung der MSC-Marker auf als bei der ML.-Methode. Zusammen mit den
morphologischen Beobachtungen konnte bei der EB-Methode bereits in der ersten Pas-
sage nach der EB-Phase von einer erfolgreichen Differenzierung ausgegangen werden.
Als mittlere Differenzierungsdauer ergab sich fiir die EB-Methode 21,2 Tagen (EBI1:
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21, EB2: 18, EB3: 22, EB5: 26, EB6: 19 Tage) und fiir die ML-Methode mindestens
37,5 Tagen (ML1: 39, ML6: 36 Tage). Somit dauerte die ML-Differenzierung etwa zwei
Wochen langer als die EB-Differenzierung und war mit 22,2 % (zwei von neun erfolg-
reich) Erfolgsquote deutlich unzuverléssiger als die Differenzierung iiber eine Embryoid
Body-Phase. Diese wies bei den durchgefiihrten Experimenten eine Erfolgsquote von
83,3 % (fiinf von sechs erfolgreich) auf.

Anschliefend wurden die generierten hCB-iPS-MSC beider Methoden mit aus Kno-
chenmark isolierten MSC verglichen. Abbildung 4.13 zeigt die Ergebnisse dieser quan-
titativen mRNA-Analysen. Dargestellt sind die Mittelwerte aus allen erfolgreich gene-
rierten iPS-MSC (ML: n = 2, EB: n = 5) im Vergleich zu undifferenzierten hCB-iPSC
(n =5) und hBMSC (n = 6). Fiir eine bessere Vergleichbarkeit sind die mittleren A Cyp-
Werte der Pluripotenzmarker auf den jeweiligen Wert der pluripotenten Stammzellen
und die der MSC-Marker auf den Wert der mesenchymalen Stammzellen normiert.

Einhergehend mit beiden Differenzierungsmethoden fand eine starke Abnahme der
Pluripotenz-assoziierten Gene (ALPL, CD24, E-Cadherin, LIN28, NANOG, OCT4,
SOX2) statt, so dass schliefllich mRNA-Genexpressionsniveaus erreicht wurden, die mit
denen der hBMSC vergleichbar waren. Entsprechend wurden auch in Bezug auf die
mesenchymalen Marker CD44, CD73 und CD90 in iPS-MSC und hBMSC vergleichba-
re mRNA-Niveaus gemessen. CD44 und CD73 wurden nach der EB-Differenzierungen
und CD90 nach der ML-Differenzierungen sogar in den jeweiligen iPS-MSC geringfiigig
hoher exprimiert als in hBMSC (AA Cr < 2,5). Die CD146-Expressionswerte der iPS-
MSC iiberstiegen zudem die Werte der hBMSC um das finf- (ML) bzw. sechsfache
(EB). Die hBMSC-Werte von CD105 wurden hingegen von keiner der beiden iPS-MSC-
Kulturen erreicht
(AA Cp < 0,25). Jedoch hatten weder das erhohte noch das verminderte mRNA-Niveau
einen Einfluss auf die Préasentation der Oberflichenantigene. In allen mesenchymalen
Populationen wurden annéhernd 100 % CD105- und CD146-positive Zellen detektiert
(vergleiche Abbildung 4.11, Seite 74). Die erhéhte (CD146) bzw. verminderte (CD105)
Genexpression zeigte sich lediglich darin, dass iPS-MSC das CD146-Protein minimal
starker und das CD105-Protein etwas weniger préasentierten als hBMSC.

Zusammenfassend haben die qRT-Daten gezeigt, dass sowohl mittels EB- als auch
ML-Differenzierung von iPSC Kulturen mit einer MSC-&hnlichen Genexpression gene-
riert werden konnen.

4.2.1.1 Microarray-Analysen

Es wurden Microarray-Analysen von beiden Differenzierungsmethoden durchgefiihrt,
wobei mRNA-Proben aus den Experimenten ML1 (Monolayer-Methode) und EB3 (Em-
bryoid Body-Methode) eingesetzt wurden. Bei der angewandten Dual-Color-Methode
wurden immer zwei Proben miteinander verglichen, indem sie mit unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen markiert und anschliefend auf den gleichen Array hybridisiert
wurden.

Fiir eine ndhere Analyse des Differenzierungsprozesses wurden schlieflich von der ML-
Methode mRNA-Proben aus drei unterschiedlichen Passagen gewéhlt: Passage 45.7,
welche in diesem Experiment die erste Passage mit MSC-Charakter darstellte, sowie
Passage 45.10 und 45.14 als spétere Zeitpunkte. Bei der EB-Methode wurden entspre-
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Abbildung 4.13: Vergleichende Darstellung der mittleren Genexpressionswerte von hCB-iPSC
(n = 5), hCB-iPS-MSC, die mittels ML- (n = 2) und EB-Methode (n = 5) generiert wurden sowie nati-
ven hBMSC (n = 6). Die typischen Pluripotenz-Marker (schwarze Schrift) wurden auf den Mittelwert
der iPSC, die MSC-Marker (blaue Schrift) entsprechend auf den Mittelwert der h(BMSC normiert. Fiir
die cDNA-Synthese wurden random-Primer und als Haushaltsgen wurde 18S-rRNA verwendet.

chend zwei mRNA-Proben aus den Passagen 42.1 (erste Passage mit MSC-typischen
Eigenschaften) und 42.3 (spéterer Zeitpunkt) ausgewéhlt. Diese Proben wurden jeweils
mit denen der entsprechenden Ausgangszellen (Passage 45.0 (ML) bzw. 42.0 (EB)) ver-
glichen. Dazu wurden die Proben der undifferenzierten iPSC mit einem griinen, alle
anderen mit einem roten Fluoreszenzfarbstoff markiert. Fiir die Messungen wurden die
Proben aus Passage 45.7, 45.10 und 45.14 jeweils zusammen mit der Probe aus Passage
45.0 auf einen Dual-Color-Chip hybridisiert. Entsprechende Kombinationen wurden aus
den Proben 42.1 und 42.3 mit 42.0 gebildet. Die erhaltenen Genexpressionsianderungen
entsprachen dem Verhéltnis der differenzierten zu undifferenzierten iPSC. Die Ergeb-
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nisse sind in Abbildung 4.14 dargestellt. Hierbei stellt der rote Bereich positive Werte
und damit eine Induktion der entsprechenden Gene (bezogen auf Passage 0) dar, der
griine Bereich steht fiir negative Werte bzw. eine Inhibierung.

ML EB ML EB

Passage 45.7 45.10 45.14 42,1 423 Passage 45.7 45.10 45.14 42.1 423
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Abbildung 4.14: Darstellung der Ergebnisse der Microarray-Analysen als Heatmap. Es wird deutlich,
dass wéhrend der ML- und EB-Differenzierung von iPSC zu MSC typische MSC-assoziierte Gene
(links oben) herauf- und Pluripotenz-assoziierte Gene (links unten) herunterreguliert werden. Zudem
entsprechen die Genexpressionsinderungen haufiger EMT-Marker einer Transition von epithelialen zu
mesenchymalen Zellen (rechts). Die rote Bereiche stellen positive Werte und damit eine Induktion der
entsprechenden Gene (bezogen auf Passage 0) dar, die griilnen Bereiche stehen fiir negative Werte bzw.
eine Inhibierung.

Anhand der Microarray-Analysen zeigte sich, dass sowohl bei der ML-Methode (Ab-
bildung 4.14, linke drei Spalten) als auch der EB-Methode (rechte zwei Spalten) die Ex-
pressionen typischer MSC-Marker deutlich erhoht und die der Pluripotenz-Marker deut-
lich verringert wurden. Bei dem Vergleich der beiden frithestmoglichen iPS-MSC-Proben
(Passagen 45.7 und 42.1) fiel auf, dass die iPS-MSC der EB-Differenzierung deutlich
stiarkere Verdnderungen aufwiesen als die der ML-Differenzierung. IPS-MSC(ML) wie-
sen erst zu spateren Zeitpunkten (Passage 10 oder 14) derartig starke Genexpressi-
onsdnderungen auf. Beziiglich der MSC-Markergene blieben sogar einige ML-Werte
(TLR4, TGF-B2 und 3, CD56, ITGB2, CD69, CD105) der spiten Zeitpunkte hinter
den Werten der EB-Diffe” renzierung zuriick. Dies stiitzt noch einmal die vorherigen FEr-
gebnisse, welche zeigten, dass mit der EB-Methode sowohl schneller als auch qualitativ
bessere iPS-MSC generiert werden konnten als mit der ML.-Methode. Die Expression der
meisten Pluripotenz-assoziierten Gene nahm unabhéngig von der angewandten Metho-
de stark ab. Die Zellen der ML-Differenzierung wiesen allerdings erst in einer spéteren
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Passage (Passage 45.10) eine deutliche Reduktion der Genexpression (Werte < -5) auf.
C-MYC und REX1 zeigten jedoch keine und KLF4 nur geringe Verdnderungen.

Die iPS-MSC, die mittels ML-Methode generiert wurden, wiesen in Passage 45.12
morphologischer Verdnderungen auf (vergleiche Tabelle 4.2, Seite 67). Eine Differenzie-
rung zuriick zu iPSC hétte im Rahmen der Microarray-Analysen Werte im Bereich von
1,0 bedeutet (schwarzer Bereich in Abbildung 4.14). Dies war jedoch nicht der Fall. So-
wohl in der Probe vor der Morphologieédnderung (Passage 45.10) als auch in der Probe
danach (Passage 45.14) wurden deutliche Genexpressionsunterschiede zu den undifferen-
zierten Ausgangszellen (Passage 45.0) detektiert. Somit konnte eine Riickentwicklung
zu iPSC ausgeschlossen werden. Wahrscheinlicher war, dass sich die Zellen weiter in
mesenchymale Richtung entwickelt haben. Dafiir wiirden auch die weiteren Expressi-
onssteigerungen der Markergene CD44, CD45 und CD73 zwischen Passage 45.10 und
45.14 sprechen.

Neben Entwicklungen der mesenchymalen und pluripotenten Marker konnten bei
beiden Differenzierungsmethoden EMT-typische Genexpressionsinderungen festgestellt
werden (vergleiche Tabelle 1.1, Seite 15). So wurden z.B. CDH11, Kollagen 1«1, Kolla-
gen 3al, FOXC2, MMP2, SNAI2/Slug, Twist, Vimentin und ZEB2 deutlich hochregu-
liert. Auch hierbei fielen die Expressionssteigerungen einiger Marker (SNAI2, FOXC2,
ZEB2, MMP2) in der ersten Passage der EB-Differenzierung bereits stirker aus als in
den spéteren Passagen der ML-Methode. Zudem zeigte sich im Vergleich beider Dif-
ferenzierungsmethoden insgesamt eine stédrkere Regulation der EB-differenzierten Zel-
len. Die Herunterregulation fiel besonders deutlich bei den Genen Claudin 3 und 7
(CLDN3/7), Occludin (OCLN), Laminin «1 (LAMA1) und E-Cadherin (CDH1) aus.
Besonders auffillig bei den EMT-assoziierten Genen waren die Genexpressionen der
Keratine 8 und 18 (KRTS8/18) sowie des interzelluldren Verbindungsproteins Desmo-
plakin (DSP). Diese Gene werden normalerweise bei einer EMT herunterreguliert. Dies
war bei den iPS-MSC(ML) zu beobachten, wihrend der EB-Differenzierung wurden
sie jedoch heraufreguliert. Moglicherweise wird die Suppression von DSP, KRT8 und
18 nur langsam und erst bei separiert wachsenden Zellen induziert. Dies wére bei der
ML-Methode gegeben. Bei der EB-Methode findet die Differenzierung jedoch innerhalb
der EBs statt, wo zwangslédufig viele und enge Zell-Zell-Kontakte vorliegen. Da die iPS-
MSC(EB) zum Zeitpunkt der Microarray-Analysen lediglich eine bzw. drei Passagen als
Monolayer-Kultur kultiviert wurden, blieb eine Herunterregulation der angesprochenen
Gene moglicherweise bis dahin aus. Eine Suppression wihrend der folgenden Passagen
wire somit denkbar.

Die Microarray-Daten wurden zusétzlich mit Hilfe des Programms Ingenuity
Pathways Analysis in Bezug auf regulierte Signalwege und mogliche Indikatoren un-
tersucht. Dabei zeigte sich, dass die Differenzierung von induzierten pluripotenten zu
mesenchymalen Stammzellen unter Einfluss von Ostrogenen sowie TGF-p1 stattgefun-
den haben kénnte. In Bezug auf Ostrogene ist bekannt, dass 17p-Estradiol eine EMT
in Krebszellen induzieren kann [131,132]. Ebenso konnte in den letzten Jahren gezeigt
werden, dass TGF-f1 zu jenen Wachstumsfaktoren gehort, die ebenfalls eine EMT
auslosen konnen [133-135]. Um zu iiberpriifen, ob die Verwendung von 173-Estradiol
oder TGF-f31 zu einer Beschleunigung des Differenzierungprozesses oder zu einem ver-
besserten Resultat fithren kénnen, wurden im Anschluss an die Microarray-Analysen
entsprechende iPS-MSC-Generierungen durchgefiihrt. Die Ergebnisse zu diesen Expe-
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rimenten sind in Abschnitte 4.4.3 und 4.4.4 ab Seite 97 dargestellt.

4.2.2 Generierung und Charakterisierung von hFF- und
hHSC-iPS-MSC

Die zuvor beschriebenen Generierungen von iPS-MSC wurden ausschliellich mit hCB-
iPSC durchgefiihrt. Ausgehend davon wurden die Differenzierungen anschlieBend mit
hHSC- und hFF-iPSC wiederholt. Tabelle 4.3 gibt einen Uberblick iiber diese Experi-
mente. Aufgrund der besseren Erfolgsquote und der schnelleren Differenzierung wurde

Tabelle 4.3: Ubersicht der durchgefithrten Experimente zur Generierung von iPS-MSC mittels ML-
und EB-Methode.
Experi- Ursprung Passage FErfolg- Kommentar
ment der iPSC der reich?
iPSC

EB7 hHSC 29.0 Ja Kultur konnte bis Passage 29.20
kultiviert werden, wurden mit der Zeit
aber etwas flachiger

EBS hHSC 47.0 Ja inhomogene Kultur mit wenig
MSC-&hnlichen Zellen ab Passage 47.6

EB9 hFF 41.0 Ja/Nein  rhythmisch kontrahierende
(Herzmuskel-)Zellen /EBs zwischen
Tag 7 und 14 der EB-Phase; sehr
inhomogene und langsam

proliferierende Kultur sowie flichige
Zellen ab Passage 41.6

ML10 hHSC 47.0 Nein nach anfianglicher Differenzierung
wuchsen Zellen in Passage 47.6 wieder
in iPSC-typischen Kolonien/Klonen;
plotzlicher Zelltod in Passage 47.7

zunéchst nur die EB-Methode angewandt. Die erste generierte hHSC-iPS-MSC-Kultur
wies direkt sehr gute Ergebnisse auf. Die Kultur konnte nach der EB-Phase iiber 20 Pas-
sagen kultiviert werden, was einzigartig fiir alle durchgefiihrten Differenzierungsexperi-
mente war. Neben den extrem guten proliferativen Eigenschaften konnte zudem keine
Weiterdifferenzierung oder ausgeprigte morphologische Verdnderung beobachtet wer-
den. Die Zellen wurden lediglich, vermutlich Seneszenz-bedingt, mit der Zeit geringfiigig
breiter und flachiger. Basierend auf diesen vielversprechenden Ergebnissen wurden in
einem weiteren Experiment hHSC-iPSC parallel mittels ML- und EB-Methode differen-
ziert. Die Differenzierung iiber Embryoid Bodies war wiederum erfolgreich, wobei diese
Population nicht so lange stabil blieb wie die vorherige hHSC-iPS-MSC-Kultur. Bei der
parallel durchgefiihrten ML-Differenzierung konnten jedoch keine iPS-MSC generiert
werden.

Die mesenchymale Differenzierung von hFF-iPSC war nicht erfolgreich. Zum einen
wurden in der EB-Phase zwischen Tag 7 und 14 (Phase der adhérierten EBs) rhythmisch
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kontrahierende Zellen beobachtet. Diese erinnerten sehr stark an Herzmuskelzellen, zu-
mal sich der Impuls von einem EB iiber am Gefaflboden adhérierte Zellen zum néchsten
EB fortsetzte. Vor dem ersten Passagieren wurde versucht, die EBs noch griindlicher
als ohnehin schon zu entfernen. Trotz sorgfiltigem Entfernen der EB war die erhal-
tene Kultur sehr inhomogen, obwohl einige MSC-#hnliche Zellen beobachtet wurden.
Da die kontrahierenden EBs auch in einem weiteren Differenzierungsexperiment ohne
Wachstumsfaktoren beobachtet wurden (Abschnitt 4.4.2, Seite 96), wurden mit dieser
iPSC-Population keine weiteren Differenzierungen durchgefiihrt.

Die FCM- und mRNA-Analysen der Experimente mit hHSC- und hFF-iPSC wurden
analog zu den Differenzierungen von hCB-iPSC durchgefiihrt. Die Ergebnisse der erfolg-
reich generierten iPS-MSC-Kulturen sind vergleichbar mit den hCB-Differenzierungen
(Daten nicht gezeigt). Bei der EB-Methode wurden durchflusszytometrisch in der ers-
ten Passage nach der EB-Phase noch wenige (< 20 %) CD24- und SSEA-4-positive
Zellen detektiert. Zwei Passagen spéter entsprachen die hHSC-iPS-MSC aber — mit den
Ausnahmen von CD106 und SSEA-4 — dem MSC-Phénotyp. Von der hFF-iPS-MSC-
Kultur konnten aufgrund mangelnder Zellzahlen nach Passage 41.1 keine weiteren FCM-
Messungen durchgefiihrt werden. Auch im Rahmen der quantitativen mRNA-Analysen
wiesen die hHSC- und hFF-iPS-MSC erhohte CD24- und CD146- sowie verminderte
CD105-Expressionen auf (Daten nicht gezeigt). Vergleichbares wurde auch bei hCB-
iPS-MSC beobachtet (vergleiche Abbildung 4.13, Seite 78). Die deutlich schlechtere
Differenzierung von hFF-iPSC spiegelte sich in einer deutlich geringeren Genexpression
von CD90 wider, diese war zwei Zehnerpotenzen geringer als bei hBMSC. Die CD90-
Expression der hHSC-iPS-MSC-Kultur entsprach dem MSC-Niveau, jedoch wiesen diese
Zellen im Schnitt eine 100-fach hohere LIN28-Expression auf. Von diesen Ausnahmen
abgesehen besaflen die generierten hHSC- und hFF-iPS-MSC auf mRNA- und Pro-
teinebene einen den hCB-iPS-MSC sowie den hBMSC vergleichbaren Phénotyp. Eine
homogene und gut proliferierende MSC-&hnliche Kultur konnte jedoch lediglich aus
hHSC-iPSC und mittels EB-Methode generiert werden.

4.3 Untersuchung der in vitro Differenzierungskapazitat
unterschiedlicher iPS-MSC im Vergleich zu hBMSC

Nach der erfolgreichen Generierung von verschiedenen iPS-MSC-Kulturen sollten deren
mesodermale in vitro-Differenzierungskapazitét iberpriift und mit humanen mesenchy-
malen Stammzellen verglichen werden. Dazu wurden die Zellen adipogene und osteogene
Differenzierung induziert. Sofern die dafiir stark expandierten Kulturen weiterhin eine
homogene und MSC-&hnliche Morphologie aufwiesen und die Zellzahlen ausreichten,
wurde zusétzlich eine Chondrogenese induziert. Dies war allerdings nur bei drei hCB-
und hHSC-iPS-MSC-Kulturen (aus ML1, EB3 und EB7) sowie den hBMSC moglich.
Mit den hFF-iPS-MSC war keine mesodermale Differenzierung moglich.

Zu Beginn der Differenzierung (Tag 0) sowie alle sieben Tage wurden mRNA-Proben
genommen. Diese wurden nach Abschluss des jeweiligen Experiments mittels (semi-)
quantitativer RT-PCR analysiert. Zudem wurden die Zellen nach vierwochiger Induk-
tion fixiert und histologisch analysiert. Die histologischen FErgebnisse der einzelnen
Zellpopulationen (hCB-iPS-MSC(EB), hCB-iPS-MSC(ML), hHSC-iPS-MSC(EB) und
hBMSC) sind in den Abbildungen 4.15 (Adipogenese), 4.16 (Osteogenese) und 4.17
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(Chondrogenese) vergleichend dargestellt.

Induktion der adipogenen Differenzierung

Eine erfolgreiche adipogene Differenzierung ist daran zu erkennen, dass sich Fettvesikel
(Lipid droplets, LD) in den Zellen bilden. Mesenchymale Stammzellen lassen sich sehr
gut zu Fettzellen differenzieren. Bei allen durchgefithrten Experimenten mit hBMSC
waren bereits nach einer Woche vereinzelte grofie LDs unter dem Mikroskop sichtbar.
Nach einer vierwochigen Differenzierung war der Grofteil (schitzungsweise bis zu 95 %)
dieser Zellen von mehreren sehr grofien Fettvesikeln gefiillt (Abbildung 4.15%). Die Kon-
trollzellen der hBMSC waren durchweg negativ.

Verglichen mit den Ergebnissen der genuinen MSC zeigten alle iPS-MSC-Kulturen
ebenfalls einen grofien Anteil an differenzierten Zellen, jedoch waren die LDs nicht so
grofl und ausgeprigt. Vermutlich war die adipogene Differenzierung der iPS-MSC nach
vier Wochen noch nicht so fortgeschritten wie bei den hBMSC. Die histologischen Un-
tersuchungen der Kontrollzellen beider hCB-iPS-MSC-Kulturen (EB und ML) zeigten,
dass keine spontane Adipogenese stattgefunden hatte. In der Kontrolle der hHSC-iPS-
MSC(EB) waren jedoch einige wenige positive Zellen erkennbar (in Abbildung 4.15 mit
Pfeilen markiert), so dass hier vermutlich eine spontane Differenzierung stattgefunden
hat.

Neben den histologischen Daten zeigte sich auf mRNA-Ebene eine Zunahme der
Genexpressionen von PPAR-y, FABP4 und LPL (Daten nicht gezeigt). Allerdings waren
diese Anderungen nicht vergleichbar mit denen der hBMSC. Wihrend bei letzteren fiir
PPAR-y A Cp-Werte iiber 107° und fiir FABP4 iiber 10~* erreicht wurden, bewegten
sich die Maximalwerte der adipogen induzierten iPS-MSC-Kulturen im Bereich von
21077 (PPAR~y) bzw. 1075 (FABP4). Damit waren diese Expressionswerte etwa zwei
Zehnerpotenzen niedriger als die der nativen hBMSC.

In Bezug auf die Kontrollen der hHSC-iPS-MSC wurde vermutet, dass eine spontane
Adipogenese stattgefunden hatte. Die qRT-PCR-Analysen unterstiitzten diese Vermu-
tung, da die FABP4-Expression in den Kontrollzellen meist héher war als in den adipo-
gen induzierten Zellen. In Bezug auf PPAR~y waren die Werte beider Kulturen (indu-
zierte und Kontrollzellen) in den ersten beiden Wochen der Differenzierung anndhernd
gleich. Ab der dritten Woche nahm die Expression der Kontrollzellen schliellich ab und
die der adipogen induzierten Zellen zu.

Zusammenfassend konnte somit gezeigt werden, dass hCB- und hHSC-iPS-MSC in
der Lage sind, adipogen zu differenzieren. Zudem neigen hHSC-iPS-MSC auch ohne In-
duktion zu einer spontanen Adipogenese. Insgesamt fillt die adipogene Differenzierung
in den aus iPSC generierten mesenchymalen Stammzellen deutlich geringer aus als in
genuinen hBMSC.

4Die Fluoreszenzaufnahmen der adipogen differenzierten hBMSC sind nicht so klar, wie die der ande-
ren Kulturen, da diese noch an einem ,offenen* Mikroskop (Olympus) mit externem Fluoreszenz-
Kondensor und nicht mit dem spéter erhaltenen in sich geschlossenen Fluoreszenzmikroskop
(Keyence) angefertigt wurden.
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Abbildung 4.15: Histologische Analysen der adipogen induzierten hCB- und hHSC-iPS-MSC im Vergleich zu nativen hBMSC (rechts unten). Die iPS-MSC-
Kulturen stammen aus den Generierungsexperimenten EB2 (hCB-iPS-MSC(EB), links oben), ML6 (hCB-iPS-MSC(ML), links unten) und EB7 (hHSC-iPS-
MSC(EB), rechts oben). Dargestellt sind die Phasenkontrast-Aufnahmen der mit Oil Red O gefiirbten Zellen sowie die Fluoreszenz-Overlays der BODIPY-
(griin) und DAPI-(blau)Farbungen.
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Induktion der osteogenen Differenzierung

Die Induktion der Osteogenese wurde iiber vier Wochen entweder mit Natriumdihy-
drogenphosphat (NaHyPOy, 3 mM) oder mit 3-Glycerophosphat (B-GP, 10 mM) als
Phosphatquelle durchgefiihrt. Eine erfolgreiche Bildung von Osteoblasten beinhaltet
die Einlagerung von Hydroxylapatit in die extrazellulare Matrix. Die darin enthaltenen
Calcium- und Phosphat-lonen wurden mittels Alizarin Rot- bzw. von Kossa-Féarbung
nachgewiesen. Abbildung 4.16 zeigt die histologischen Ergebnisse der osteogen induzier-
ten iPS-MSC und hBMSC. Die dargestellten hBMSC-Ergebnisse stammen aus einem
Experiment, in dem sowohl die Indukion mit NaHyPO, als auch mit 3-GP erfolgreich
war. Leider war die Osteogenese sehr spenderabhéingig und héufig konnte nur eine In-
duktion mit NaHsPOy, nicht aber mit 3-GP erzielt werden. Letzterer Aspekt konnte
bereits innerhalb der Arbeitsgruppe verifiziert und von Frau Dr. Luisa Marilena Schéck
publiziert werden [136]. Die Kontrollen der hBMSC waren durchweg negativ. Da eben-
so bei den hCB- und hHSC-iPS-MSC keine spontane Osteogenese beobachtet wurde,
wurde auf die Darstellung der Kontrollen verzichtet.

Die Ergebnisse der osteogenen Induktion waren bei den iPS-MSC, dhnlich den
hBMSC, sehr unterschiedlich. Mit NaH,PO, im Induktionsmedium gelang die Diffe-
renzierung bis auf eine Ausnahme gut oder sehr gut (Abbildung 4.16). Eine Induktion
mit 3-GP konnte hingegen lediglich bei den hHSC-iPS-MSC(EB) aus Versuch EB7
verzeichnet werden. HCB-iPS-MSC lieflen sich innerhalb von vier Wochen mit dieser
Phosphatquelle nicht zu Osteoblasten differenzieren. In einem Fall (hCB-iPS-MSC(EB)
aus Experiment EB5) konnte weder mit 3-GP noch mit NaH,POy ein positiver Calcium-
oder Phosphat-Nachweis erzielt werden (nicht gezeigt). Dem gegeniiber wurde bei der
hCB-iPS-MSC-Kultur aus Experiment EB2 eine sehr ausgepréigte Calciumphosphat-
Bildung beobachtet. Hier konnten bereits nach sieben Tagen Ablagerungen auf der Zell-
schicht der NaH,;POy-induzierten Zellen beobachtet werden. Eine Woche spéter hatten
sich diese Zellen zu Haufen zusammengezogen. Da vermutet wurde, dass dies aufgrund
erhohter Spannungen in der extrazelluldren Matrix geschehen war, wurden die Zellpel-
lets, wie nach einer Chondrogenese in Einbettmedium eingebettet, geschnitten und im
Anschluss gefiarbt. Sowohl die Alizarin Rot- als auch die von Kossa-Féarbungen fielen
positiv aus. Exemplarisch ist die von Kossa-Farbung eines solchen Schnittes in Ab-
bildung 4.16 (Quadrat links oben, Foto in der rechten Spalte). Die 3-GP-induzierten
Zellen hatten sich nicht abgelost und wurden daher wie gewohnt fixiert und geférbt.

Eine Sonderstellung nahmen die hHSC-iPS-MSC(EB) ein. Wie eingangs beschrieben,
konnte lediglich bei diesen Zellen erfolgreiche eine Osteogenese mit 3-GP induziert wer-
den. Zudem waren die histologischen Farbungsergebnisse etwas intensiver als die der
NaH;POg-induzierten Zellen (Abbildung 4.16 rechts oben). Da leider keine weitere iPS-
MSC-Kultur aus hHSC-iPSC zur Verfiigung stand, um dieses Ergebnis zu verifizieren,
konnte nicht iiberpriift werden, ob die osteogene Differenzierungskapazitit einmalig
oder spezifisch fiir hHSC-iPS-MSC erhoht ist.

Auf mRNA-Ebene konnte eine Korrelation zwischen den Expressionswerten und den
histologischen Befunden festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Es zeigte sich sowohl
bei den hBMSC als auch allen iPS-MSC-Kulturen, dass im Falle des die Zellen mit
den besseren histologischen Ergebnissen durchschnittlich auch hohere Genexpressions-
werte fiir ALPL, IBSP und Osteopontin aufwiesen. Bei dem spéten Osteogenesemarker
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Abbildung 4.16: Histologische Analysen der osteogen induzierten hCB- und hHSC-iPS-MSC im Vergleich zu nativen hBMSC (rechts unten). Die hier
dargestellten iPS-MSC-Kulturen stammen aus den Generierungsexperimenten EB2 bzw. 3 (hCB-iPS-MSC(EB), links oben), ML6 (hCB-iPS-MSC(ML),
links unten) und EB7 (hHSC-iPS-MSC(EB), rechts oben). Gezeigt sind die Phasenkontrast-Aufnahmen der Alizarin Rot- und von Kossa-Firbungen.
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Osteopontin fiel der Unterschied jedoch nur gering aus. Interessanterweise zeigten auch
diejenigen induzierten iPS-MSC- und hBMSC-Proben, in denen keine positive histologi-
sche Farbung festgestellt wurde, eine erhohte Genexpressionen der osteogenen Marker.
Denkbar ist diesbeziiglich, dass die Differenzierung auf molekularer Ebene bereits be-
gonnen hatte, jedoch noch kein Hydroxylapatit in die Extrazellularmatrix eingelagert
wurde, wodurch die histologischen Farbungen negativ ausfielen.

Kollagen Tl ist ebenfalls ein typischer Marker der Osteogenese. Dieses Gen wur-
de jedoch in den induzierten sowie den Kontrollzellen etwa gleich stark exprimiert
(A Cr ~ 1073). Die relativen Genexpressionswerte waren eine Zehnerpotenz grofier
als die der hBMSC-Proben (A Cr ~ 107*). Demgegeniiber wurde IBSP in differen-
zierten hBMSC (A Cp & 1079) etwa 100-fach stérker exprimiert als in differenzierten
iPS-MSC (A Cz = 1077). Osteopontin und ALPL bewegten sich bei beiden Zelltypen
auf einem dhnlichen Niveau.

Da sich der Zellrasen mit den hCB-iPS-MSC aus Experiment EB2 bereits nach zwei-
wochiger Differenzierung zusammengezogen hatte (siehe oben), wurde vermutet, dass
schon sehr frith viel Hydroxylapatit in die extrazelluldren Matrix eingelagert wurde und
dadurch starke Spannungen auf der Zelloberfliche auftraten. Auf mRNA-Niveau konnte
diese These nicht bestétigt werden. Es wurden keine Auffilligkeiten, wie z.B. frithe oder
extrem hohe Expressionswerte, festgestellt.

Zusammenfassend konnte die osteogene Differenzierungskapazitiat von iPS-MSC mit
einer Ausnahme gezeigt werden. Jedoch lieflen sich hCB-iPS-MSC besser nur NaH;PO4
induzieren. Eine Differenzierung mit 3-GP als Phosphatquelle konnte nur bei hHSC-
iPS-MSC beobachtet werden. Die Genexpressionen der meisten osteogenen Marker wa-
ren bei allen iPS-MSC und hBMSC auf einem #hnlichen Niveau.

Induktion der chondrogenen Differenzierung

Wie eingangs erwédhnt, konnten lediglich mit den iPS-MSC aus den Versuchen ML,
EB3 und EB7 sowie den hBMSC eine chondrogene Induktion durchgefiihrt werden. Die
Zellen wurden als Pellets iiber vier Wochen kultiviert, wobei die chondrogene Induktion
mittels TGF-f33 erfolgte. Bei der Differenzierung der hCB-iPS-MSC aus Versuch ML1
nahm die Gréfle der Pellets mit der Versuchsdauer ab, so dass die Anfertigung von
Kryoschnitten als nicht sinnvoll erschien. Von diesem Experiment wurden alle Pellets
fiir mRNA-Analysen verwendet.

Abbildung 4.17 zeigt die histologischen Ergebnisse der chondrogen induzierten iPS-
MSC und hBMSC. Die intensivsten histologischen Farbungen wurden bei der Diffe-
renzierung von hBMSC beobachtet (Abbildung 4.17). Der Umfang der Pellets nahm
wéhrend der vierwochigen Induktion deutlich zu, wohingegen die Kontrollzellen klein
blieben. Zudem war die Struktur im Inneren der TGF-f3-induzierten Zellpellets deut-
lich dichter als in den entsprechenden Kontrollen.

Bei den iPS-MSC(EB)-Kulturen waren die GroBenunterschiede zwischen induzierten
und Kontrollzellen deutlich geringer als bei hBMSC (Abbildung 4.17). Die Chondroge-
nese-Pellets der hCB-iPS-MSC waren nur etwa doppelt so grof§ wie die der Kontrollen,
bei den hHSC-iPS-MSC waren beide Pellets etwa gleich grof. Die Struktur der chon-
drogen induzierten Pellets war dennoch deutlich kompakter als bei den entsprechenden
Kontrollpellets. Aufgrund der spezifischen Farbstoffbindungen bei den mit chondro-
genem Medium kultivierten Zellen konnte von einer Proteoglykan-Einlagerung in die
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Abbildung 4.17: Histologische Analysen der chondrogen induzierten hCB- und hHSC-iPS-MSC im
Vergleich zu nativen hBMSC (rechts unten). Die hier dargestellten iPS-MSC-Kulturen stammen aus
den Generierungsexperimenten 3 (hCB-iPS-MSC(EB), links oben) und EB7 (hHSC-iPS-MSC(EB),
rechts oben). Zu ML-generierten iPS-MSC liegen keine Daten vor. Gezeigt sind die Phasenkontrast-
Aufnahmen der Alcianblau- und Safranin O-Farbungen.

Zellmatrix ausgegangen werden.

Die Genexpressionsanalysen konnten eine chondrogene Differenzierung der iPS-MSC
allerdings nur bedingt verifizieren. Problematisch waren hierbei deutlich geringere
mRNA-Mengen als bei hBMSC, weswegen fiir Kollagen 21, SOX9 und Aggrecan nur
teilweise Messwerte bestimmt werden konnten. Anhand der Expressionen des Haus-
haltsgens (18S-rRNA) zeigte sich, dass die erhaltenen DNA-Mengen mit zunehmender
Kultivierungsdauer immer mehr abnahmen. Vermutlich war ein Teil der Zellen im Laufe
der (Pellet-)Kultivierung abgestorben, woraufthin weniger Templat-DNA zur Verfiigung
stand. Diese reichte wahrscheinlich nach drei- oder vierwochiger Induktion nicht mehr
fiir eine Detektion aus. Die Daten der kultivierten iPS-MSC-Pellets, die gewonnen wer-
den konnten, zeigten eine geringfiigige Expressionssteigerung von Kollagen 21, SOX9
und Aggrecan in den ersten Wochen der Kultivierung. Dies wurde allerdings nicht
nur bei den chondrogen induzierten Zellen, sondern ebenfalls bei den Kontrollzellen
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beobachtet. Somit konnte eine gerichtete Induktion der Chondrogenese in induzierten
iPS-MSC auf mRNA-Niveau nicht nachgewiesen werden.

Expression typischer Pluripotenzmarker bei der mesodermalen Differenzierung
von iPS-MSC

Ebenso wie nach der direkten mesodermalen Differenzierung von iPSC (Abschnitt
4.1.2, Seite 64 ff.) wurde auch bei den adipogen und osteogen induzierten hCB-iPS-
MSC {iberpriift, ob die vierwochige Induktion einen Einfluss auf die Genexpression der
Pluripotenz-Marker ALPL, CD24, LIN28, NANOG, SOX2 und OCT4 hatte. Aufgrund
der zu geringen RNA-Mengen der chondrogen induzierten Zellproben, konnten keine
Analysen beziiglich der Pluripotenz-Marker durchgefiithrt werden.

Bei den adipogen und osteogen induzierten Zellen wiesen die meisten analysierten Ge-
ne keine Auffilligkeiten auf. Die Proben der Adipogenese wiesen lediglich leicht erhéhte
Expressionswerte in Bezug auf CD24 und SOX2 auf. CD24 ist bis zu zehnfach und
SOX2 bis zu 33-fach gegeniiber den jeweiligen Kontrollen erhoht. Jedoch ist hierzu
bekannt, dass sowohl CD24 als auch SOX2 in Vorlaufer-Fettzellen erhéht sind bzw.
die Adipogenese fordern [137-140]. In den osteogen differenzierten Zellen wurde nur
ALPL verstarkt exprimiert. Dies war allerdings zu erwarten, da das Gen bei der frithen
Osteogenese heraufreguliert wird und ebenfalls als Marker der Osteogenese gilt.

4.3.1 Kurzzeitadipogenese

Parallel zu den eigenen durchgefiihrten iPS-MSC-Experimenten zeigte sich in unserer
Arbeitsgruppe, dass es zu einer Expressionssteigerung von CD34 auf der Zelloberflache
von hBMSC kam, wenn sie mit adipogenem Medium induziert wurden [141]. Nach
diesem Befund sollte iiberpriift werden, ob iPS-MSC ein dhnliches Verhalten aufwie-
sen. Wie oben erldutert, fiel die Adipogenese bei den untersuchten iPS-MSC allge-
mein geringer aus als bei hBMSC. Daher wurde fiir dieses Experiment jene iPS-MSC-
Kultur verwendet, die die besten adipogenen Differenzierungsergebnisse aufwies. Dies
waren die Zellen, die mittels EB-Methode und mit zusétzlich 5 ng/mL TGF-$1 im
iPS-MSC-Medium generiert wurden (vergleiche Abschnitt 4.4.3). Diese iPS-MSC so-
wie eine hBMSC-Kultur als Referenz wurden parallel adipogen induziert differenziert.
MSC-Wachstumsmedium ohne bFGF' diente als Kontrollmedium. Nach 14 Tagen wur-
den alle Populationen fixiert und mit Oil Red O geférbt. Beide Kontrollen wiesen keine
Farbung auf. Bei hBMSC wurden wieder viele Zellen mit grofien Fettvesikeln beobach-
tet, die induzierten iPS-MSC wiesen deutlich weniger differenzierte Zellen mit kleineren
LDs auf.

Daneben wurde die Oberflichenprasentation von CD34 an den Tagen 0, 7, 10 und 14
durchflusszytometrisch untersucht. Proben fiir Genexpressionsanalysen (CD34, FABP4,
PPAR~y) wurden nach 0, 1, 2, 3, 7, 10 und 14 Tagen genommen. Abbildung 4.18 und
4.19 zeigen die Ergebnisse der FCM- und qRT-PCR-Analysen.

Da die Zellen fiir dieses Experiment konfluent gewachsen waren und sich somit in ei-
nem sehr engen Zellverbund befanden, war es sehr schwierig, die fiir die FCM-Analysen
notwendigen Einzelzellsuspensionen herzustellen. Die Zellen mussten durch héufiges
Auf- und Abpipettieren vereinzelt werden. Durch die hohen Scherkréfte wurden vie-
le Zellen dabei beschidigt. Bei der Dot Plot-Auftragung von SSC gegen FSC wurde
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Abbildung 4.18: Histogramme der durchflusszytometrischen Analysen von CD34 auf der Oberfléiche
von iPS-MSC und hBMSC an Tag 0, 7, 10 und 14 der adipogenen Induktion.

dies anhand vieler toter Zellen ersichtlich. Auflerdem konnten Antikérper in das In-
nere der Zellen mit beschiddigter Membran eindringen, wodurch einige Zellen falsch-
positiv detektiert wurden. In derartigen Féllen wiesen falschlicherweise auch die Zel-
len, die mit Isotypkontrollantikérpern gefarbt wurden, eine positive Fraktion auf (z.B.
hBMSC/Kontrolle an Tag 7 oder iPS-MSC an Tag 10 und 14, Abbildung 4.18).

Unter Beriicksichtigung der falsch-positiven Fraktionen konnten in den Kontrollzellen
zu keinem Zeitpunkt eine CD34-Oberflichenexpression detektiert werden. Bei den adi-
pogen induzierten hBMSC wurde hingegen eine eindeutige Expressionssteigerung auf
zunéchst 73,6 % an Tag 10 und schlieBlich auf 98,2 % an Tag 14 beobachtet (Abbildung
4.18). Neben den Prozentzahlen wies die zwischen Tag 10 und 14 zunehmende Fluores-
zenzintensitit auf eine Zunahme der CD34-Oberflichenmolekiile hin (Abbildung 4.18,
Verschiebung der grau hinterlegten Histogramme nach rechts).

Demgegeniiber konnten bei den iPS-MSC weder bei den Kontrollzellen noch bei den
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adipogen induzierten Zellen eine CD34-Oberflachenexpression detektiert werden.

Auf mRNA-Niveau zeigte sich bei den iPS-MSC, dass deren CD34-Genexpression an
Tag 0 gegeniiber der der hBMSC 13-fach erhéht war (Abbildung 4.19). Im Verlauf des
Experiments nahm die Expression jedoch so weit ab, dass sie sich ab Tag 10 auf einem
dhnlichen Niveau wie dem der hBMSC befand. Interessanterweise zeigten die qRT-
PCR-Ergebnisse der adipogen induzierten hBMSC ebenfalls keine Zunahme der CD34-
mRNA, obwohl zuvor eindeutig eine Steigerung der entsprechenden Oberflachenproteine
detektiert worden war. Vielmehr nahm die Genexpression in den induzierten Zellen ab,
wohingegen die Kontrollzellen nach einer kurzen Abnahme an Tag 1 und 2 wieder
zunahmen.

10 PPAR-y 610 FABP4
'E‘} i 4x10“‘l I

h

I

0 | 2 3 7 10 14 0 1| 2 3 7 10 14

Tag der Differenzierung Tag der Differenzierung
CD34

I hBMSC Kontrolle
I HBMSC Adipo
I iPS-MSC Kontrolle
[ | iPS-MSC Adipo

relative mRNA - Expression A C;

o 1 2 3 7 10 14
Tag der Differenzierung

Abbildung 4.19: Genexpressionsdaten von PPAR-y, FABP4 und CD34 wihrend der Kurzzeitadi-
pogenese. Fiir die cDNA-Synthese wurden random-Primer und als Haushaltsgen wurde 18S-rRNA
verwendet.

Neben CD34 wurden auch die adipogenen Marker PPAR~y und FABP4 analysiert
(Abbildung 4.19). Es zeigte sich erneut, dass die differenzierungsspezifischen Gene in
den hBMSC (spétestens ab Tag 7) deutlich stérker exprimiert wurden als in iPS-MSC
(PPAR~y: 17-fach, FABP4: 96-fach). Bei hBMSC nahmen die Genexpressionen sowohl
von PPAR~y als auch von FABP4 stark zu, in Bezug auf die iPS-MSC stieg lediglich das
mRNA-Niveau von FABP4 geringfiigig an. Daraus lief} sich schlieflen, dass die Adipoge-
nese in den genuinen MSC vermutlich weiter fortgeschritten war als in den generierten

iPS-MSC.

4.4 Modifizierungen der EB- und ML-Methoden fiir
eine Optimierung des Differenzierungsprozesses

Um eine schnellere und stabilere Differenzierung von induzierten pluripotenten zu me-
senchymalen Stammzellen zu erreichen, wurden verschiedene Modifizierungen beider
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Methoden (EB und ML) getestet. Zunéchst wurden bereits publizierte Varianten iiber-
priift. Zum einen wurden unvollstéindig differenzierte iPSC bzw. iPS-MSC mittels FACS
sortiert und zum anderen wurde eine EB-Differenzierung ohne Verwendung von Wachs-
tumsfaktoren durchgefiihrt. Daneben wurden aufgrund der Erkenntnisse aus den Micro-
array-Analysen die Verwendung von 17(3-Estradiol und TGF-31 untersucht. Auflerdem
wurde durch lentiviral-vermittelte Transduktionen der iPSC {iberpriift, ob ein Knock-
down von CD24 oder die Uberexpression von CD105 eine Beschleunigung der Diffe-
renzierung oder eine Verbesserung der generierten iPS-MSC-Kultur zur Folge hétte.
Néhere Angaben zu den Variationen werden in den nachfolgenden Abschnitten 4.4.1
bis 4.4.6 gemacht und erldutert. Die Tabellen 4.4 und 4.5 geben zudem einen Uberblick
iiber die durchgefiihrten Experimente.

Tabelle 4.4: Ubersicht der durchgefiihrten Experimente zur Optimierung des Generierungsprozesses
von iPS-MSC. Aufgefiihrt sind alle Modifikationen ohne Einsatz von Lentiviren.

Experi- Ursprung Passage Erfolg- Kommentar

ment der iPSC der reich?
iPSC
Aufreinigung unvollstindig differenzierter iPSC mittels FACS
ML11 hCB 40.0 Ja FACS in Passage 40.7: 15,2 % sortierte

Zellen; Morphologische Verdnderungen
drei Passagen nach dem Sortieren

ML12 hCB 42.0 Ja FACS in Passage 42.6: 21,9 % sortierte
Zellen; Morphologische Verdnderungen
vier Passagen nach dem Sortieren

Generierung von iPS-MSC ohne Zugabe von Wachstumsfaktoren

EB10 hCB 50.0 Nein keine MSC-dhnliche Morphologie
erkennbar

EBI11 hHSC 36.0 Nein sehr inhomogene Kultur, kaum MSC-
dhnliche Zellen

EB12 hFF 37.0 Nein rhythmisch kontrahierende Zellen

zwischen Tag 7 und 14 der EB-Phase;
sehr inhomogene Kultur mit wenigen

MSC-ahnlichen Zellen

Generierung von 1PS-MSC durch Zugabe von TGF-§1
EB13 hCB 61.0 Ja 2 ng/mL TGF-$1 im Differenzie-

rungsmedium; leicht inhomogene
Kultur; flachige Zellen ab Passage 61.8

EB14 hCB 61.0 Ja 5 ng/mL TGF-f1 im Differenzie-
rungsmedium; flachige Zellen ab
Passage 61.9

Generierung von i1PS-MSC durch Zugabe von 173-Estradiol

EB15 hCB 61.0 Nein sehr inhomogene Kultur, wenige
MSC-éhnliche Zellen
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Tabelle 4.5: Ubersicht der durchgefiihrten Experimente zur Generierung von iPS-MSC mittels lenti-
viraler Transduktion. Die Differenzierung wurde entweder durch den Knockdown von CD24 oder die
Uberexpression von CD105 angestrebt. Alle Experimente wurden mit hCB-iPSC durchgefiihrt.

Experi- Passage Erfolg- Kommentar

ment der reich?
hCB-
iPSC

Knockdown von CD24

ML13 61.0 Nein wenige transduzierte Zellen, bei der
Puromycin-Selektion starben alle Zellen

ML14 26.0 Nein Schrittweise Erhohung der Puromycin-
Konzentration war erfolgreich, Zellen proliferierten
jedoch nur langsam; nach dem Passagieren war
keine MSC-&hnliche Morphologie mehr erkennbar

ML15 29.0 Nein Zellen starben bei Puromycin-Selektion

ML16 35.0 Nein dreifache Virusmenge bewirkte héhere
Transduktionsrate, dennoch keine MSC-&hnlichen
Zellen

ML17 35.0 Nein Infektion an drei aufeinander folgenden Tagen
bewirkte keine Steigerung der Transduktionsrate;
Zellen starben bei Puromycin-Selektion

EB16 61.0 Nein Zellen starben bei Puromycin-Selektion

EB17 26.0 Nein nach Umsetzen der EBs wuchsen keine Zellen
heraus

Uberexpression von CD105

ML18 41.0 Nein keine stabile Kultur

ML19 38.0 Nein Sortierung der transduzierten Zellen mittels

MACS, dennoch keine stabile Kultur

4.4.1 Aufreinigung unvolistandig differenzierter iPSC mittels FACS

Unvollsténdig differenzierte iPSC/iPS-MSC-Mischkulturen wurden mittels FACS sor-
tiert, um damit die MSC-dhnlichen Zellen aufzureinigen und so eine homogenere Po-
pulation zu erhalten und den Differenzierungsprozess zu verkiirzen. Die ideale Marker-
Kombination sollte aus einem stark abnehmendem Pluripotenzmarker und einem stark
zunehmenden (positiven) MSC-Marker bestehen. Anhand der in Abbildung 4.11 (Seite
74) dargestellten FCM-Ergebnisse eigneten sich alle Pluripotenzmarker sowie CD105.
Die anderen MSC-Marker wurden aus folgenden Griinden ausgeschlossen: CD13, CD44
und CD146 wurden meist auf undifferenzierten iPSC schwach exprimiert, sodass diese
Antigene trotz einer Expressionszunahme im Verlauf der Differenzierung nicht infrage
kamen. CD14, CD34, CD45, CD90 und CD106 wiesen vor und nach der Differenzie-
rung dhnliche Expressionswerte auf, sodass diese ebenfalls nicht als Sortierungsmerkmal
verwendet werden konnten. CD73 wurde aufgrund starker Schwankungen, vor allem in
Abhéngigkeit von der Passage der iPSC (siehe Abschnitt 4.1.1, Seite 52 ff.), nicht ver-
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wendet. CD105 erfiillte hingegen die Kriterien einer weitestgehend negativen Expression
auf iPSC und einer starken Expressionszunahme wéahrend des Differenzierungsprozes-
ses. Von den Pluripotenzmarkern wurde CD24 gewihlt, da dieses Antigen in allen Ex-
perimenten entweder eindeutig positiv (in iPSC) oder negativ (in iPS-MSC) war und
nur sehr geringen Schwankungen unterlag. Die Kombination aus CD24~ und CD105"
zur Sortierung von iPS-MSC aus einer unvollstdndig differenzierten Mischkultur wurde
auch von anderen Gruppen erfolgreich angewandt [80,95].

Die Sortierung mittels FACS wurde ausschlieBlich mit iPSC/iPS-MSC durchgefiihrt,
die {iber die Monolayer-Methode differenziert wurden. Bei der EB-Methode entsprachen
die Zellen nach der EB-Phase bereits in der ersten Passage weitestgehend einem MSC-
Phénotyp, so dass eine Aufreinigung dieser Zellen keinen Gewinn dargestellt hétte.
Somit konnten auflerdem die extremen Stresseinwirkungen auf die Zellen, welche die
Sortierung unausweichlich hervorruft, vermieden werden. In den ersten Passagen der
ML-Differenzierung wurden die Zellen stark expandiert, so dass anschlieBend mehrere
Millionen unvollstiandig differenzierte iPSC/iPS-MSC fiir die Sortierung zur Verfiigung
standen. Als Referenz zu den sortierten Zellen wurde ein Teil der urspriinglichen und
unsortierten ML-Kultur nach dem Standardprotokoll weiter differenziert.

Insgesamt wurden zwei Sortierungsexperimente durchgefithrt (ML11 und ML12). Im
ersten Experiment konnten 15,2 % (Passage 40.7) und im zweiten Experiment 21,9 %
(Passage 42.6) CD24~/CD105"-Zellen separiert und wieder ausgesét werden. In der
ersten Passage nach der Sortierung waren die Zellen in Kultur recht klein und wie-
sen grofitenteils eine langgestreckte Morphologie auf. Damit erinnerten sie stark an
hBMSC in frithen Passagen. Exemplarische Zellkultur-Fotos der sortierten und unsor-
tierten Zellen aus Experiment ML12 sind in Abbildung 4.20 A (obere und mittlere
Reihe) gegeniibergestellt. Die sortierten iPS-MSC-Kulturen waren jedoch nicht stabil.
Drei (ML11) bzw. vier (ML12) Passagen nach dem FACS wurden die Kulturen in-
homogen und es traten morphologisch Verédnderungen auf (Abbildung 4.20 A, untere
Reihe). Eine spindelférmige Morphologie konnte nur noch stellenweise beobachtet wer-
den. Interessanterweise verhielten sich die unsortierten Referenzkulturen vergleichbar.
Eine Stabilitatssteigerung der iPS-MSC-Kulturen konnte durch die Sortierung demnach
nicht erreicht werden.

Mit Hilfe durchflusszytometrischer Untersuchungen konnte zudem gezeigt werden,
dass sich die sortierten und unsortierten iPS-MSC in der Passage nach dem FACS nicht
signifikant unterschieden (Abbildung 4.20 B). In beiden Populationen waren die Expres-
sionen der Pluripotenzmarker komplett zuriick gegangen und die der MSC-Marker au-
Ber CD106 ausgenommen hatten sich auf annihernd 100 % erhoht. CD106 und SSEA-4
wurden wie bereits in Abschnitt 4.2 beschrieben nicht auf der Zelloberfliche der iPS-
MSC présentiert.

Neben den morphologischen und durchflusszytometrischen Analysen wurde das Gen-
expressionsmuster der CD24~/CD105% sowie der CD24%/CD105 Population analy-
siert. Dazu wurde eine weitere Sortierung von unvollstindig differenzierten iPSC/iPS-
MSC durchgefiihrt, worauthin die Zellen beider einfach-positiven Fraktionen parallel
aufgefangen und anschlieSend deren Genexpressionen mittels qRT-PCR analysiert wur-
den. Dabei zeigte sich, dass die sortierten CD24-positiven Zellen noch weitestgehend
den Ausgangszellen und die CD105-positiven Zellen den mesenchymalen Stammzellen
entsprachen (Daten nicht gezeigt). Interessanterweise stimmten die relativen mRNA-
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Abbildung 4.20: Vergleich von CD24~ /CD105"-sortierten und unsortierten iPS-MSC einen Tag
sowie eine und vier Passagen nach dem FACS. A: Fotos der Morphologie. B: Ergebnisse der FCM-
Analysen.

Expressionen der CD24~/CD105%-Zellen nur anndhernd mit den durchschnittlichen
Ergebnissen der iPS-MSC(ML)-Kulturen {iberein. Die Pluripotenz-assoziierten Gene
LIN28 und SOX2 wurden in den normal ML-differenzierten Zellen deutlich stérker, bis
anniahernd auf MSC-Niveau herunterreguliert. Die sortierten CD105" Zellen exprimier-
ten diese Gene jedoch noch bis zu 40-mal hoher. Auch die Expression von E-Cadherin
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und CD24 waren noch erhoht gegeniiber derer der iPS-MSC(ML). Letztere exprimier-
ten zudem alle MSC-Marker (CD44, CD73, CD90, CD105, CD146) stérker als die Zel-
len der sortierten CD24~ /CD105"-Fraktion. Somit schien der mesenchymale Charakter
der sortierten Zellen noch nicht so weit ausgereift zu sein wie er es bei unsortierten
iPS-MSC(ML) war. Grund fiir die geringere Expression der MSC-Marker konnte die
reduzierte Differenzierungsdauer durch das Sortieren sein. Auf die Présentation der
entsprechenden Oberflichenproteine hatte dieser Umstand jedoch keinen nennenswer-
ten Einfluss (vergleiche Abbildung 4.20 B, Seite 95).

Zusammenfassend zeigte sich somit, dass die Sortierung unvollstandig differenzierter
iPSC/iPS-MSC-Mischkulturen mittels FACS weder morphologisch noch auf Protein-
oder mRNA-Niveau einen qualitativen Vorteil gegeniiber unsortierten iPS-MSC bie-
tet. Lediglich eine Verkiirzung der Differenzierungsdauer ist moglich, wenn in frithen
Passagen sortiert wird.

4.4.2 Generierung von iPS-MSC ohne Zusatz von
Wachstumsfaktoren

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der Differenzierung von induzierten plu-
ripotenten zu mesenchymalen Stammzellen ohne die Zugabe der Wachstumsfaktoren
bFGF, EGF und PDGF-AB beschrieben. Aufgrund einer deutlich hoheren Erfolgs-
quote bei der Embryoid Body-Methode gegeniiber der Monolayer-Methode (siehe Ab-
schnitt 4.2) wurde ausschlieflich erstere fiir diese Differenzierung angewandt. Zudem
sind iPS-MSC-Generierungen ohne Zugabe von Signalstoffen oder Verwendung ande-
rer instruktiver Faktoren (Ko-Kulturen, Beschichtungen) lediglich fiir die EB-Methode
bekannt [93,94, 142].

Das Differenzierungsmedium wurde ohne die genannten Wachstumsfaktoren ange-
setzt, weiter Verdnderungen der EB-Methode wurden nicht vorgenommen. Neben hCB-
iPSC (EB10) wurden auch hHSC- (EB11) und hFF-iPSC (EB12) verwendet. Bei der
Differenzierung von hFF-iPSC entstanden erneut rhythmisch kontrahierende EBs zwi-
schen Tag 7 und 14. Dies war schon bei der Standard-EB-Methode mit Wachstumsfak-
toren der Fall. Sowohl bei dieser als auch den beiden anderen Differenzierungen konn-
ten keine homogene iPS-MSC-Kultur generiert sondern lediglich einige wenige MSC-
dhnliche Zellen beobachtet werden. Abbildung 4.21 zeigt exemplarische Fotos aller drei
Kulturen in Passage 1.

Die Zellen der hHSC-Kultur wurden als inhomogene Kultur bis Passage 10 weiter
kultiviert. Somit konnten zusétzliche Analysen der Oberflichenantigene und der Gen-
expression erfolgen (Daten nicht gezeigt). Trotz offenkundig fehlender MSC-dhnlicher
Morphologie prisentierten diese Zellen die gleichen Oberflichenantigene wie erfolgreich
generierte iPS-MSC und damit wie hBMSC (ohne CD106 und SSEA-4). Auch die Gen-
expressionsdaten zeigten eine eindeutige Reduktion der Pluripotenzmarker und eine
Zunahme der mesenchymalen Marker im Verlauf der EB-Phase sowie der folgenden
ML-Kultivierung (Daten nicht gezeigt). Sowohl die durchflusszytometrischen Daten der
Oberflichenantigene als auch die Genexpressionsdaten zeigten somit, dass scheinbar me-
senchymale Zellen generiert wurden. Aufgrund der fehlenden typischen spindelférmigen
Morphologie handelte es sich dabei jedoch nicht um mesenchymale Stammzellen.
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hCB-iPSC (EB10) hHSC-iPSC (EBI I) hFF-iPSC (EB12)
Passage 50.1 Passage 36.1 e 37.1

.
T

Abbildung 4.21: Exemplarische Fotos von (iPS-MSC-)Kulturen in Passage 1, welche mittels EB-
Methode und ohne Wachstumsfaktoren generierte wurden.

4.4.3 Generierung von iPS-MSC durch Zugabe von TGF-$31

Die Auswertungen der Microarray-Daten mit Hilfe des Programms Ingenuity Pathways
Analysis zeigten, dass die Expressionsinderungen wihrend der Differenzierung von ei-
ner TGF-B1-Stimulation hervorgerufen worden sein konnten. Da TGF-31 zu diesem
Zeitpunkt aber nicht verwendet wurde, wurde vermutet, dass dessen Zugabe zum Dif-
ferenzierungsmedium die Generierung von iPS-MSC positiv beeinflussen konnte.

Um dies zu verifizieren, wurden zwei unterschiedliche Konzentrationen getestet:
2 ng/mL (EB13) und 5 ng/mL TGF-f1 (EB14). Beide Versuche wurden mit hCB-iPSC
und aufgrund der besseren Erfolgsquote unter Verwendung der EB-Methode durch-
gefithrt. TGF-31 wurde vom ersten Tag bis einschliellich der 2. Passage zum iPS-
MSC-Medium hinzu gegeben, ab der 3. Passage wurde wie zuvor MSC-GM verwendet.

Sowohl mit 2 ng/mL als auch mit 5 ng/mL TGF-B1 konnten erfolgreich iPS-MSC
generiert werden. Bei Verwendung der geringeren Konzentration war die erzeugte iPS-
MSC-Kultur weniger homogen als bei der hoheren Konzentration. Beide wiesen jedoch
eine spindelférmige MSC-&dhnliche Morphologie auf. Abbildung 4.22 zeigt exemplari-
sche Fotos der mit TGF-31 generierten iPS-MSC in Passage 61.2. Vergleichend sind
iPS-MSC aus Experiment EB6 dargestellt, welche ausgehend von der selben iPSC-
Population aber ohne TGF-31 generiert wurden. In Passage 2 sahen alle drei Kulturen
noch sehr &hnlich aus. Eine Passage spater verdnderte sich die Morphologie der Zellen
ohne TGF-f1-Einsatz (EB6) schlagartig (Abbildung 4.22, untere Reihe rechts). Die Zel-
len wurden breit und flichig und proliferierten zudem nur noch ganz langsam. Die mit
TGF-B1 generierten iPS-MSC blieben deutlich lianger stabil (Abbildung 4.22, untere
Reihe links und mitte). Die Kultur aus EB13 (2 ng/mL TGF-f31) zeigte erst in Passage
61.8, die Kultur aus EB14 (5 ng/mL TGF-31) sogar erst in Passage 61.9, morphologi-
sche Verdnderungen. Zudem blieb die Morphologie letzterer durchgehend homogener.

In Passage 61.3 wurden die generierten iPS-MSC aus EB13 und EB14 auflerdem
durchflusszytometrisch analysiert. Beide entsprachen dem Phénotyp der normal gene-
rierten iPS-MSC und mit Ausnahme von CD106 und SSEA-4 auch dem von hBMSC.
Anhand der FCM-Daten konnte kein Unterschied zwischen den Zellen, die mit 2 oder
5 ng/mL TGF-p1 differenziert wurden, festgestellt werden.

Aufgrund der héheren Homogenitét und der besseren morphologischen Eigenschaften
wurden die hCB-iPS-MSC(EB), die mit 5 ng/mL TGF-f31 generiert wurden, in Pas-
sage 61.7 mesodermal (adipogen, osteogen und chondrogen) differenziert. Damit sollte
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2 ng/mL TGF-BI (EB13) 5 ng/mL TGF-31 (EBI4) ohne TGF-31 (EB6)
Passage 61.2 Passage 61.2 Passage 61.2

oL
=

Abbildung 4.22: Exemplarische Fotos von (iPS-MSC-)Kulturen in Passage 61.2 und 61.5, welche
mittels EB-Methode und mit Zugabe von 2 ng/mL (links, EB13) oder 5 ng/mL (Mitte, EB14) TGF-
31 generiert wurden. Vergleichend ist die iPS-MSC-Kultur, die ohne TGF-f31-Zugabe generiert wurde
(rechts, EB6) in Passage 61.2 und 61.3 dargestellt.

verifiziert werden, ob der Einsatz von TGF-31 einen Einfluss auf die Differenzierungska-
pazitdt der generierten iPS-MSC hatte. Die Histologie fillt fiir alle Farbungen und alle
induzierten Zellen positiv aus (Abbildung 4.23). Vergleichbar mit der Differenzierung
von hHSC-iPS-MSC(EB) konnten mit 3-GP und NaH;PO, vergleichbare Alizarin Rot-
und von Kossa-Farbungen beobachtet und somit dhnlich fortgeschrittene Osteogenesen
angenommen wurden. Dies wurde mit keiner standardméfig generierten hCB-iPS-MSC-
Kultur erreicht. Auch die Adipogenese schien in den TGF-B1-behandelten iPS-MSC
etwas weiter fortgeschritten zu sein, da mehr grofie Fettvesikel im Zellplasma vorlagen.
Auffillig waren zudem die gefarbten Schnitte der Zellpellets (Chondrogenese). Einer-
seits waren die Kontrollpellets grofler als die der induzierten Pellets. Andererseits fielen
die Farbungen beider Populationen vergleichbar stark aus. Sowohl die Alcianblau- als
auch die Safranin O-Féarbung waren nicht nur bei den induzierten Zellen, sondern auch
bei den Kontrollen positiv. Die histologischen Ergebnisse der anderen Kontrollzellen
fielen iiberwiegend negativ aus (von Kossa, Alizarin Rot, Oil Red O). Lediglich bei der
BODIPY-Farbung wurden einzelne griin fluoreszierende Zellen beobachtet, sodass bei
diesen Zellen scheinbar eine spontane adipogene Differenzierung stattgefunden hatte.

Diese Befunde wurden zusétzlich auf mRNA-Niveau iiberpriift (Abbildung 4.24). Als
osteogene Marker wurden ALPL, IBSP, Kollagen Ix1 und Osteopontin analysiert. Als
Marker der Adipogenese wurden FABP4 und PPAR~y und als Marker der Chondroge-
nese wurden Aggrecan, Kollagen [Tl und SOX9 herangezogen.

Die osteogen induzierten Zellen zeigten trotz stark positiver Farbungen keine signi-
fikante Heraufregulation der entsprechenden Gene verglichen mit den Kontrollzellen.
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Abbildung 4.24: Ergebnisse der qRT-PCR-Analysen nach mesodermaler Differenzierung der mit
5 ng/mL TGF-B1 generierten iPS-MSC. Dargestellt sind die relativen mRNA-Expressionen der adi-
pogenen Marker FABP4 und PPAR-~y (oben), der osteogenen Marker ALPL, Kollagen 1, Osteocal-
cin und Osteopontin (mitte) sowie die chondrogenen Marker ACAN, COL 2«1l und SOX9 (unten).
Fiir die cDNA-Synthese wurden random-Primer und als Haushaltsgen wurde 18S-rRNA verwendet.
Signifikanzen wurden in Bezug auf die entsprechenden Kontrollen des jeweiligen Tages berechnet.
*op <0,05; FF o p < 0,01; ¥ p < 0,001.

Héaufig lag die Expression der induzierten Zellen signifikant unter den Werten der Kon-
trollzellen. Unterschiede zwischen der osteogenen Induktion mit 3-GP und der mit
NaH;PO4 wurden ebenfalls nicht festgestellt.

Bei der Adipogenese waren hingegen signifikante Expressionssteigerungen ersichtlich.
Die FABP4-Expression der adipogen induzierten Zellen nahm deutlich zu und war ge-
geniiber den Kontrollen nach vierwochiger Induktion 22-fach hochreguliert. Bei PPAR~y
wurde eine siebenfach hohere Expression in den differenzierten Zellen verzeichnet. Das
Expressionsmaximum beider Gene schien nach dreiwochiger Induktion erreicht gewesen
zu sein. Ein Nachweis der oben vermuteten spontanen Adipogenese in den Kontrollzel-
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len konnte nicht erbracht werden. Vermutlich war die Differenzierungsrate zu gering,
um auf mRNA-Ebene detektiert zu werden.

Die Expressionen der chondrogenen Marker Aggrecan und Kollagen IIxl1 stiegen
ebenfalls wie die Adipogenese-Marker bis Tag 21 deutlich an und gingen in der letz-
ten Woche wieder etwas zuriick. Bei den Kontrollen nahmen die relativen mRNA-
Expressionen hingegen durchgehend zu und iibersiegen an Tag 28 schliellich die der
induzierten Zellen. Ebenso nahm die SOX9-Expression bei den Kontrollzellen iiber die
gesamte Zeit zu, die der induzierten Proben fiel hingegen leicht ab. Somit bekréftigten
die mRNA-Daten die anhand der histologischen Ergebnisse vermutete Chondrogenese
in den Kontrollpellets. Dariiber hinaus schien die Differenzierung in den Kontrollen
sogar fortgeschrittener zu sein als in den induzierten Zellen.

4.4.4 Generierung von iPS-MSC durch Zugabe von 173-Estradiol

Aufgrund der Erkenntnisse aus den Microarray-Analysen wurde ebenfalls getestet, ob
das Ostrogen 17p-Estradiol einen Einfluss auf die Differenzierung von iPSC zu MSC
hat (Versuch EB15). Ebenso wie bei der Differenzierung mit TGF-1 zuvor wurde
bis einschliefflich der zweiten Passage ein iPS-MSC-Medium mit 100 nM 173-Estradiol
verwendet. Ab Passage 61.3 wurden die Zellen wie gewohnt mit MSC-GM kultiviert.
Die sonstige Durchfithrung wurde analog zu der normalen EB-Methode beibehalten.
Bei dieser Variante der EB-Methode sahen die generierten Zellen anfangs recht viel-
versprechend aus. In den ersten beiden Passagen nach der EB-Phase war die Kultur zwar
noch inhomogen, wies aber einige Zellen mit MSC-dhnlicher Morphologie auf (Abbil-
dung 4.25 links). Ab der dritten Passage konnten diese allerdings nicht mehr beobachtet
werden, da die Zellen viel breiter und flichiger geworden waren (Abbildung 4.25 rechts).
In Passage 61.3 wurden die generierten Zellen dennoch mittels FCM analysiert (Daten

Passage 61.3
Vs 7

Abbildung 4.25: Exempla-
rische Fotos der (iPS-MSC-
)Kultur in Passage 61.2 und
61.3, welche mittels EB-
Methode und mit Zugabe von
100 nM 17p-Estradiol generiert
wurde.

nicht gezeigt). Trotz des Fehlens einer homogenen MSC-Morphologie entsprachen die
préasentierten Oberflichenmolekiile anndhernd denen der erfolgreich generierten iPS-

MSC und den hBMSC (aufier CD106 und SSEA-4). Lediglich CD105 wurde deutlich
geringer auf der Oberfliche exprimiert als auf den zuvor generierten iPS-MSC.

4.4.5 Generierung von iPS-MSC durch Knockdown von CD24

Ausschlaggebend fiir den Ansatz, iPS-MSC durch den Knockdown von CD24 zu gene-
rieren, war die Erkenntnis, dass wiahrend der Differenzierung von iPSC zu MSC keine
CD24" /CD105" doppelt positiven Zellen vorkamen. Vielmehr schien die Entwicklung
von CD24%/CD105~ (iPSC) zu CD24-/CD105" (iPS-MSC) iiber einen
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CD24~ /CD105 -Ubergangszustand zu verlaufen. Aus diesem Grund sollte verifiziert
werden, ob durch einen Knockdown von CD24 (dieser Abschnitt) oder die Uberexpres-
sion von CD105 (néchster Abschnitt 4.4.6) eine homogene MSC-&hnliche Kultur erzeugt
und die Differenzierung beschleunigt werden kann.

Der Knockdown von CD24 wurde mittels lentiviral-vermittelter Transduktion indu-
ziert. Der eingesetzte Lentivirus trug eine shRNA, welche gegen CD24 gerichtet war
und somit das Gen ausschaltete. Der Kontrollvirus enthielt eine shRNA ohne Zielgen,
so dass ein funktioneller Effekt auf die transduzierten Zellen ausbleiben sollte. Als wei-
tere Referenz wurden iPSC derselben Ausgangspopulation nach dem Standardprotokoll
differenziert. Vor der Transfektion wurden die hCB-iPSC fiir die Monolayer-Versuche
einmal passagiert und bis zum Erreichen der gewiinschten Konfluenz kultiviert. Bei der
EB-Methode wurden die Zellen in Form von EBs zwischen Tag 0 und 7 zeitgleich mit den
Monolayer-Kulturen infiziert. Aufgrund der zusétzlichen GFP-kodierenden Sequenz in
beiden eingesetzten shRNAs konnte unter dem Fluoreszenz-Mikroskop beobachtet wer-
den, wie viele Zellen erfolgreich transduziert wurden. AnschlieBend wurden die nicht
transduzierten Zellen mittels Puromycin-Selektion entfernt. Tabelle 4.5 (Seite 93) gibt
einen Uberblick iiber die durchgefithrten Experimente.

In den ersten Versuchen (ML13, ML14, EB16 und EB17) wurde eine geeignete Puro-
mycin-Konzentration zur Selektion der erfolgreich tranduzierten Zellen ermittelt. In den
Experimenten ML13 und EB16 wurde einen Tag nach der Infektion mit der Puromycin-
Selektion begonnen (25 pg/mlL). Diese Konzentration wurde bei hBMSC bereits in
anderen Experimenten erfolgreich angewandt. Zwei Tage spéiter waren allerdings alle
iPS-Zellen abgestorben. Vermutlich war das Puromycin zu hoch konzentriert oder zu
frith eingesetzt worden, so dass eine Puromycin-Resistenz der erfolgreich transduzier-
ten Zellen noch nicht aufgebaut werden konnte. Aus diesem Grund wurde im zweiten
Ansatz (Experimente ML14 und EB17) nach entsprechender Infektion zundchst mit
einer Puromycin-Konzentration von 5 pg/mL im Medium begonnen. Diese Konzen-
tration war jedoch nicht ausreichend, die Zellen der Monolayer-Kultur waren trotz
Puromycin-Zugabe annidhernd konfluent, wobei aber nur vereinzelte Zellen fluores-
zierten. Bei den EBs konnte keine Verédnderung beobachtet werden. Daher wurde die
Puromycin-Konzentration auf 12,5 pg/mL erhoht. Danach konnte in der EB-Kultur
immer noch keine Verédnderung beobachtet werden. In der ML-Kultur hatte die An-
zahl der fluoreszierenden Zellen etwas zugenommen, war aber immer noch sehr gering.
Zudem war der Zellrasen immer noch konfluent, so dass die Puromycin-Konzentration
erneut verdoppelt wurde (25 pg/mL).

In den darauffolgenden Tagen starben viele Zellen der ML-Kultur ab, jedoch konnten
auch einige adhérierte und fluoreszierende Zellen beobachtet werden. Die Zellen, die mit
der shRNA gegen CD24 transduziert wurden, wiesen eine ausgeprigte langgestreckte
und zum Teil spindelférmige Struktur auf (Abbildung 4.26 A). Die Morphologie der mit
dem Kontrollvirus behandelten Zellen war etwas inhomogener, zum Teil wurden aber
auch hier langgestreckte und MSC-adhnliche Zellen beobachtet. CD24- und Kontroll-
Zellen proliferierten sehr langsam, so dass die Zellen erst 21 Tage nach der Infektion
das erste mal wieder passagiert werden konnten. Zu diesem Zeitpunkt waren bei beiden
Kulturen nur noch wenige MSC-#hnliche Zellen erkennbar (Abbildung 4.26 A unten).
Nach dem Passagieren wuchsen nur vereinzelt Zellen an. Da diese kaum noch prolife-
rierten, wurde der ML-Versuch an dieser Stelle beendet. Bei den parallel kultivierten
Embryoid Bodies waren zwei Wochen nach dem Umsetzen in gelatinierte Zellkulturfla-
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schen weder in der CD24- noch der Kontroll-Kultur Zellen am Flaschenboden adhériert.
Daher wurde dieser Teil des Experimentes ebenfalls beendet.

A shRNA ohne Zielgen
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Abbildung 4.26: FErgebnisse des CD24-Knockdown. Dargestellt sind die exemplarische
Phasenkontrast- (oben, unten) und Fluoreszenz-Fotos (mitte) 9 und 21 Tage nach der Lentivirus-
Infektion (A). Die transduzierten Zellen fluoreszieren griin und weisen meist eine langgestreckte und
spindelférmige Morphologie auf. Weiterhin zeigen die relativen Genexpressionsdaten (A Cr) von CD24
und CD105 vor und 21 Tage nach der Infektion, dass CD24 durch den Knockdown herunterreguliert,
CD105 aber nicht gleichzeitig heraufreguliert wurde (B). Fiir die ¢cDNA-Synthese wurden random-
Primer und als Haushaltsgen wurde 18S-rRNA verwendet.
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Vor der Passage, 21 Tage nach der Virusinfektion, wurden mRNA-Proben der CD24-,
der Kontroll- und der nicht infizierten Kulturen genommen. Die Genexpressionen von
CD24 und CD105 wurden mittels quantitativer RT-PCR analysiert. Dabei wurde ei-
ne signifikante Reduktion der CD24-Genexpression in beiden transduzierten Kulturen
(CD24 und Kontrolle) gegeniiber den nicht infizierten Zellen (NI) festgestellt (Abbil-
dung 4.26 B). Die CD24-Reduktion war dabei in den Knockdown-Zellen nur geringfiigig
niedriger als bei den Zellen, in die eine shRNA ohne Zielgen eingebracht wurde. Somit
schien der reduktive Effekt auf die Genexpression von CD24 hauptséchlich von der Vi-
rusinfektion selbst hervorgerufen worden zu sein. Zudem blieb die erhoffte Induktion
der CD105-Expression aus.

Die weiteren Versuche wurden ausschliefllich mit der Monolayer-Variante durchge-
fithrt (ML15 - ML17), da bei der EB-Methode keine proliferierende Kultur generiert
werden konnte. Die Durchfithrung von ML-Methode wurde insofern nochmals veréndert,
als dass die Puromycin-Selektion direkt mit 12,5 pg/mL im Medium gestartet und
nur auf 25 pg/mL erhoht wurde, wenn die Selektion bei niedriger Konzentration nicht
ausreichte. Das anschlieende Experiment (ML15) ergab allerdings keine proliferierende
Kultur, da nach dreiwochiger Puromycin-Selektion (mit durchgehend 12,5 pg/mL) keine
proliferierenden Zellen mehr adhériert waren.

Da vermutlich nicht ausreichend Zellen erfolgreich infiziert wurden, wurde in den
folgenden Experimenten (ML16, ML17) versucht, die Transduktionsrate zu gesteigern.
Dies wurde zum einen mit der dreifachen Virusmenge (30 % [v/v] Viruslosung im Medi-
um) in der Infektionslésung probiert (ML16). Zum anderen wurde an drei aufeinander
folgenden Tagen mit der einfachen Virusmenge infiziert (ML17). Letzteres brachte keine
erkennbare Erhohung des Anteils an fluoreszierender Zellen. Im Gegenteil, die Zellen
waren scheinbar beschédigt oder gestresst, sodass bereits eine Woche nach beginnender
Puromycin-Selektion (durchgehend 12,5 pug/mL) keine Zellen mehr am Flaschenboden
adhériert waren. Mit der dreifachen Virusmenge konnten immerhin deutlich mehr Zel-
len transduziert werden. Diese wiesen allerdings keine MSC-dhnliche Morphologie auf,
sondern wuchsen iiberwiegend als kleine runde Zellen in Zellverbdnden, dhnlich den
iPSC. Dabei war es unerheblich, ob die eingebrachte shRNA gegen CD24 gerichtet war
oder Zielgen besafl. Schlussfolgernd konnte auch hierbei keine Differenzierung von iPSC
zu MSC induziert werden.

4.4.6 Generierung von iPS-MSC durch Uberexpression von CD105

Neben dem Knockdown von CD24 galt auch die Uberexpression von CD105 als moglich-
er Induktionsfaktor fiir eine Generierung von iPS-MSC. Hierfiir wiirde der benotigte
Lentivirus zunéchst erzeugt. Dazu wurden ein 3- und ein 4-Plasmid-System (PS) mit
und ohne Natriumbutyrat verwendet. Dadurch ergaben sich vier unterschiedlich ge-
nerierte Lentiviren mit gleicher kodierender Sequenz. Um zu bestimmen, welcher die
hochste Gentransferrate aufwies, wurde zunéchst eine Testinfektion mit humanen me-
senchymalen Stammzellen des Knochenmarks durchgefiihrt. Das Ergebnis der Western
Blot-Analyse ist in Abbildung 4.27 dargestellt.

CD105 ist ein Dimer aus zwei 90 kDa-Untereinheiten. Aufgrund der reduzierenden
Denaturierung des Proteins mit 2-Mercaptoethanol und Natriumdodecylsulfat wahrend
der Probenvorbereitung wurde das Dimer aufgespalten. Somit entsprachen die intensiv
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Abbildung 4.27: Western Blot-Analyse der Testinfektion
130 kDa—>» von hBMSC zur Uberexpression von CD105. Die Proteine
wurden mit anti-HA (Kaninchen) als primédrem und anti-
Kaninchen als sekundérem Antikorper detektiert. Der Hy-
95 kDa=—>»

perfilm wurde 5 Sekunden belichtet. Die Bande bei etwa
90 kDa entspricht einem CD105-Monomer.

72 kDa—>» - 3/4-PS: 3- bzw. 4-Plasmid-System, NaBu: Natriumbutyrat,
NI: Nicht infizierte Kontrollzellen.

gefiarbten Banden knapp unterhalb der 95 kDa-Markierung den CD105-Untereinheiten.
Die nicht infizierten Kontrollzellen zeigten wie erwartet keine Banden, so dass ei-
ne unspezifische Farbung der Antikorper ausgeschlossen werden konnte. Die Western
Blot-Analysen zeigten zudem, dass die Transduktionsrate sowohl beim 3- als auch
beim 4-Plasmid-System mit Natriumbutyrat gesteigert wurde. Beide Natriumbutyrat-
Populationen wiesen eine dhnlich intensive CD105-Bande auf, weswegen auch von einer
etwa gleich groflien Infektionseffizienz ausgegangen wurde. Fiir die weiteren Experimente
wurde schlieflich der Lentivirus verwendet, welcher mittels 4-PS und Natriumbutyrat
generiert wurde. Analog zu der Testinfektion wurden anschliefend hCB-iPSC mit die-
sem Virus transduziert. Aufgrund der Erkenntnisse aus den Experimenten zum Knock-

down von CD24 wurden die folgenden Experimente nur in Monolayer- und nicht in
EB-Kultur durchgefiihrt.

Zunachst wurde iiberpriift, ob die lentiviral vermittelte Transduktion in iPSC eben-
falls zu einer effizienten Uberexpression von CD105 fithrt (ML18). Als Kontrollen wur-
den parallel iPSC mit einem arbeitsgruppen-internen GFP-Lentivirus infiziert sowie
eine Population ohne Infektion nach dem Standardprotokoll differenziert. Mit Hilfe der
Zellen, die mit dem GFP-Virus transduziert worden waren, konnte die Gentransferrate
abgeschétzt werden, da diese Zellen griin fluoreszierten.Diese betrug drei Tage nach
der Infektion lediglich 7,8 % (10 von 129 Zellen). In den weiteren Passagen nahm die
Anzahl der fluoreszierenden Zellen immer weiter ab, zwei Passagen nach der Infektion
konnten nur noch vereinzelte fluoreszierende Zellen innerhalb einer Kultur beobachtet
werden (CD105 und GFP). Allerdings zeigten durchflusszytometrische Analysen, dass
zu diesem Zeitpunkt sowohl die mit dem CD105-Lentivirus infizierten als auch die GFP-
und die nicht infizierten Kontrollzellen gleichermafien CD105 auf der Zelloberfliache ex-
primierten (Daten nicht gezeigt). Zudem war die Prasentation von CD24 vermindert
(etwa 30 %). Weitere drei Passagen spéter entsprach alle Populationen wieder einem
iPSC-Phénotyp.

Mittels quantitativer RT-PCR zeigte sich allerdings, dass eine Uberexpression von
CD105 auf mRNA-Niveau spezifisch in den Zellen mit CD105-Lentivirus induziert wor-
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den war (Abbildung 4.28). Die CD105-Genexpression stieg in der Passage der Trans-
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Abbildung 4.28: Genexpression von CD24 und CD105 zu verschiedenen Zeitpunkten wihrend der
Differenzierung mittels lentiviraler CD105-Uberexpression. Vergleichend dargestellt sind die Mess-
werte der nicht infizierten (NI) iPSC sowie der Zellen nach lentiviral-vermittelter Transduktion zur
Uberexpression von CD105 oder GFP. Fiir die cDNA-Synthese wurden random-Primer und als Haus-
haltsgen wurde 18S-rRNA verwendet.

duktion um mehr als das 22-fache an. In beiden Kontrollpopulationen konnten hin-
gegen keine derartigen Verdnderungen detektiert werden. Die Expression von CD24
nahm zwar parallel ab, jedoch in allen drei Populationen gleichermaflen, so dass dieser
Effekt nicht auf die Uberexpression von CD105 zuriickzufithren war. In den folgen-
den Passagen nahm die mRNA-Menge von CD105 wieder deutlich ab und die von
CD24 wieder zu. Grund hierfiir konnte eine geringere Proliferationsgeschwindigkeit der
CD105-tiberexprimierenden Zellen gewesen sein. Bei dem Knockdown von CD24 wurde
bereits festgestellt, dass erfolgreich transduzierte Zellen deutlich langsamer proliferieren
als nicht transduzierte Zellen. Somit wiirde der Anteil an transduzierten Zellen immer
weiter abnehmen.

Um diese zu verhindern, wurden die CD105-{iberexprimierenden Zellen im darauffol-
genden Experiment mittels magnetischer Zellsortierung (MACS) aufgereinigt (ML19).
Da GFP nicht auf der Oberfliche exprimiert wird und somit keine MACS-Aufreinigung
anhand dieses Proteins erfolgen konnte, diente in diesem Experiment ein Lentivirus mit
trunkierter CD34-Sequenz als Kontrolle [141]. Das trunkierte CD34-Protein wird auf
der Zelloberfliche prisentiert, es hat jedoch keinen funktionellen Effekt, da die intra-
zelluldre Signaldoméne fehlt. Eine weitere Negativkontrolle stellte wiederum eine nicht
infizierte iPSC-Population dar.

Die Aufreinigung mittels MACS erfolgte fiinf Tage nach der Lentivirus-Infektion. Zu
diesem Zeitpunkt konnten bereits einige langgestreckte MSC-&hnliche Zellen beobachtet
werden (Abbildung 4.29, oberste Reihe). Insgesamt wurden 5 % der CD34(trunkiert)-
und 13,8 % der CD105-Population als positiv separiert und jeweils mit etwa 2.000 Zellen
pro cm? in gelatinierten Zellkulturflaschen ausgesiit. Bereits nach vier Tagen konnten je-
doch in beiden Kulturen viele stark ausgebreitete Zellen beobachtet werden. Diejenigen,
die mit dem CD105-tragenden Virus infiziert worden waren, wiesen daneben aber auch
einige langgestreckte Zellen auf (markiert mit roten Pfeilen in Abbildung 4.29, 2. Reihe).
In den folgenden Tagen nahm der Anteil an breiten Zellen ab, der Anteil MSC-&dhnlicher
Zellen nahm zu. Die CD34(trunkiert)-Kontrollpopulation wies tiberwiegend kleine Zel-
len ohne spindelférmige Morphologie auf, welche zum Teil Zellverbénde bildeten und
damit epithelialen Kulturen &hnelten (markiert mit roten Pfeilen in Abbildung 4.29,

106



4 Ergebnisse

Passage 38.2,
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Abbildung 4.29: Zellkulturfotos der iPSC mit {iberexprimiertem CD105 oder trunkiertem CD34
(CD34t) vor der Sortierung mittels MACS (oben) sowie 4 bzw. 8 Tage und 2 Passagen danach.

3. Reihe). Zudem bestitigte sich der Verdacht, dass auch diese transduzierten Zellen
eine reduzierte Proliferationsgeschwindigkeit aufweisen. Die Zellzahlen beider Kulturen
hatten sich innerhalb von acht Tagen (nach der Sortierung) maximal verdoppelt. Ab
der darauffolgenden Passage (Passage 38.4, ca. Tag 21 der Differenzierung) wiesen bei-
de transduzierten und sortierten Populationen wieder einen einheitlichen epithelialen
Charakter auf (Abbildung 4.29). Somit konnte auch mit Hilfe der MACS-Aufreinigung
CD105-iiberexprimierender Zellen keine stabile iPS-MSC-Kultur generiert werden.
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Zusétzlich zu den morphologischen Beobachtungen wurde die Genexpressionen der
transduzierten sowie der nicht infizierten iPSC mittels quantitativer RT-PCR analy-
siert. Exemplarisch fiir die Ergebnisse der Pluripotenzmarker ist CD24 in Abbildung
4.30 dargestellt. Dessen Genexpression wurde direkt nach der lentiviral-vermittelten
Transduktion (von CD105 und trunkiertem CD34) herunterreguliert, stieg allerdings
zwei Passagen spiter (Tag 19, Passage 38.4) wieder deutlich an. Ahnliche Verldufe
zeigten sich auch bei beiden transduzierten Populationen in Bezug auf die Pluripotenz-
marker ALPL, E-Cadherin, LIN28, OCT4 und SOX2. Entgegengesetzt dazu nahmen die
Expressionen der mesenchymalen Marker CD73, CD90 und CD146 ebenfalls in beiden
infizierten Populationen zunéchst zu und fielen zwei Passagen spéter wieder ab. CD105

i CDI05 CD73 CD24

q': Q sa0* 6x10°° 3,0x10* —=— NI
Z < sac* 5 0 5x10° i 2,5x10 | /} +— CD105
E g a0t % <Z( 4x10°® 2,0x10% \] : CD34t
o 5 3x10™ = 3x10°° A 1,5x10°* 1 \ i
‘% & 2a0* l 2%10°° l i} / 1,0x10°% T : i
-7-: 8. 100t . 1x10° ; 5,0x10°° .
e Lﬁ 0 s n] i 0,0 4

0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30 0 s 11 15 20 25 30

Tag der Differenzierung >

Abbildung 4.30: Relative mRNA-Expression von nicht infizierten iPSC (NI), iPSC mit
iiberexprimiertem CD105 (CD105) oder trunkiertem CD34 (CD34t). Die Transduktion wurde an Tag
6 initiiert (blauer Pfeil) und die Sortierung mittels MACS an Tag 11 durchgefiihrt (roter Pfeil). Fiir
die cDNA-Synthese wurden random-Primer und als Haushaltsgen wurde 18S-rRNA verwendet.

wurde hingegen ausschliefllich in den Zellen heraufreguliert, die mit dem CD105-Virus
infiziert wurden. In beiden Kontrollpopulationen blieb die Expression durchgehend auf
einem sehr niedrigen Niveau. Neben CD105 ist in Abbildung 4.30 exemplarisch fiir den
Verlauf der anderen MSC-Marker CD73 dargestellt.

Kongruent mit den morphologischen Beobachtungen nahmen somit in den ersten
beiden Passagen nach der Transduktion die mesenchymalen Eigenschaften der Zel-
len zu. Darauf folgend entwickelten sich die Zellen aber wieder zuriick zu solchen mit
pluripotent-epithelialem Charakter. Aufgrund der schlechten proliferativen Eigenschaf-
ten konnten diese Erkenntnisse nicht mittels FCM verifiziert werden.
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5.1 Analyse und Bewertung von iPSC als
gleichbleibende Zellquelle und zur Erzeugung
mesenchymaler Zelltypen

5.1.1 Bewertung verschiedener iPSC-Populationen als
gleichbleibende Zellquelle

Zunéchst wurden die verwendeten induzierten pluripotenten Stammzellen dahingehend
analysiert, ob sie als gleichbleibende Zellquelle zur Erzeugung mesenchymaler Zelltypen
geeignet sind. Eine konstante Qualitét ist besonders fiir die Reproduzierbarkeit wissen-
schaftlicher Experimente sowie fiir einen potentiellen klinischen Einsatz von hoéchster
Bedeutung. Neben dem Einfluss des Kultivierungsuntergrunds (Matrigel oder Feeder-
Zellen) wurden humane iPSC unterschiedlichen Ursprungs (Endothelzellen aus dem
Nabelschnurblut, Himatopoetische Stammzellen, Vorhautfibroblasten) und in verschie-
denen Passagen analysiert. Diesbeziiglich wurden die Oberflichenantigene und mRNA-
Genexpressionen typischer pluripotenter und mesenchymaler Marker untersucht. An-
hand dieser Analysen ist ein Einfluss der Kultivierungsdauer, der Kultivierungsbedin-
gungen und des Ursprungsgewebes auf die iPSC sehr wahrscheinlich.

Einfluss der Kultivierungsdauer

Anhand der durchflusszytometrischen Daten zeigte sich, dass grofie Schwankungen bei
der Prisentation typischer Pluripotenzmarker (SSEA-3, SSEA-4, SSEA-5, TRA-1-60)
sowie einiger positiver MSC-Marker (CD13, CD44, CD73, CD105, CD146, CD271) in
Abhéngigkeit der Passage der Zellen auftraten. Die mit Pluripotenz assoziierten Anti-
gene wurden zudem héufig nicht zu 100 % auf den iPSC exprimiert, wie es iiblicherweise
publiziert ist [25, 143, 144]. Lediglich CD24 stellte mit durchgehenden Expressions-
werten von annihernd 100 % einen konstanten pluripotenten Marker auf allen iPSC
dar, unabhéngig von Passage, Ursprung und Kultivierung. Annéhernd konstante Ober-
flichenprésentationen konnten fiir die Antigene CD14 (<1 %), CD34 (<4 %), CD45
(<1 %), CD90 (>90 %) und CD106 (<5 %) beobachtet werden. Auf mRNA-Niveau
fielen die Schwankungen bei NANOG, CD44, CD73, CD105 und CD146 sehr stérker
aus (bis zu einem Faktor von 210 bei CD73, ansonsten unter 25).

Die besonders grofien Schwankungen konnten fiir die meisten Oberflichenmolekiile
und exprimierten Gene im Rahmen einer Langzeitkultivierung von hCB-iPSC genau-
er analysiert werden. In dieser Studie wurden die Zellen innerhalb von 28 Passagen
(Passage 34 bis 61) bzw. fiinf Monaten mehrfach analysiert (Abbildung 4.3). Es zeig-
te sich eine Abnahme von CD13, CD44, CD56, CD73, CD146, CD271, SSEA-3 und
TRA-1-60 mit zunehmender Kultivierungsdauer auf Protein- und/oder mRNA-Ebene.
Gleichzeitig nahm die Genexpression der Pluripotenzmarker OCT4, E-Cadherin, LIN28
und SOX2 iiber diese Zeit zu.
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Mogliche technische oder methodische Griinde fiir die Schwankungen konnten aus-
geschlossen werden, da vergleichbare Resultate z.B. fiir CD44, CD73 und CD146 auf
Protein- und auf mRNA-Niveau beobachtet und dafiir zwei unabhéngige Messmetho-
den angewandt wurden. Eine weitere mogliche Ursache kénnten kultivierungsbedingte
Einfliisse gewesen sein. Diese wurden jedoch so gering wie moglich gehalten, indem eine
mRNA-Probennahme bzw. FCM-Messung der Zellen immer bei moglichst einheitlicher
Konfluenz erfolgte. Somit ist ein direkter Einfluss der Kultivierungsdauer bzw. des Al-
ters der iPSC auf die Oberflaichenantigene sowie die Genexpression sehr wahrscheinlich.

Die anschlieflend durchgefiihrten Differenzierungsexperimente von iPSC zu MSC (Ab-
schnitt 4.2) zeigten, dass die unterschiedlichen Genexpressionen und Oberflichenmarker
keinen messbaren Einfluss auf die Differenzierungskapazitét in mesenchymale Richtung
hatten. Es konnten hCB-iPSC zwischen Passage 42.0 und 61.0 erfolgreich mittels EB-
Methode zu MSC differenziert werden. Unter Verwendung der ML-Methode ist dies
lediglich mit iPSC der Passagen 42.0 und 45.0 gegliickt. Weitere Differenzierungsver-
suche mit Zellen in dhnlichen Passagen (41.0, 42.0, 48.0) gelangen jedoch nicht. Somit
kann kein eindeutiger Zusammenhang zwischen Alter der iPSC und einer erfolgreichen
Differenzierung hergestellt werden.

Einfluss der Kultivierungsbedingungen

Fiir eine ldngere Kultivierung werden iPSC sehr héufig auf murinen Fibroblasten als
Feeder-Zellen kultiviert. Diese sind aber problematisch im Hinblick auf eine klinische
Anwendung, in der xenogene (artfremde) Zellen nicht eingesetzt werden diirfen. Zudem
kann ein Einfluss der Feeder-Zellen auf die Forschungsergebnisse nicht ausgeschlossen
werden, wodurch die Vergleichbarkeit von Forschungsergebnissen verschiedener Arbeits-
gruppen erschwert wird. Als Alternative fiir die Anwendung in wvitro hat sich in den
letzten Jahren das Matrigel, ein Basalmembran-Praparat, herauskristallisiert [145,146].
Dessen Einfluss auf die in vitro-Kultur induzierter pluripotenter Stammzellen wurde im
Rahmen dieser Arbeit untersucht.

Es zeigte sich, dass innerhalb einer iPSC-Population Unterschiede zwischen den Zel-
len, die auf Feeder-Zellen und jenen die auf Matrigel kultiviert wurden, bestehen. So-
wohl bei den prisentierten Oberflichenantigenen als auch den Genexpressionsdaten
wurden typische Positivmarker fiir mesenchymale Zellen (CD44, CD73, CD90, CD105,
CD146, CD271) durchschnittlich stiarker in den Matrigel-Populationen exprimiert. Dem-
gegeniiber waren die Werte der Pluripotenz-assoziierten Oberflichenmarker (SSEA-3,
-4, -5 und TRA-1-60) in den Feeder-Populationen erhoht.

Diese Ergebnisse konnen damit erklart werden, dass pluripotente Stammzellen in
Feeder-freier Kultur dazu neigen, spontan eine epithelial-mesenchymale Transition ein-
zugehen [107,111]. Untersuchungen haben gezeigt, dass dies vor allem in den Randbe-
reichen wachsender iPSC-Klone geschieht und dabei Zellen mit mesenchymalen Eigen-
schaften auftreten.

Einfluss des Ursprungsgewebes

Mit der Moglichkeit induzierte pluripotente Stammzellen zu generieren, war es gelungen,
theoretisch jede beliebige somatische Zelle wieder in einen undifferenzierten Zustand
zuriick zu versetzen. Zunédchst wurde angenommen, dass alle iPSC gleich sind. Mit den
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Jahren kristallisierte sich jedoch immer mehr heraus, dass dem nicht so ist [147]. Die
fiir diese Arbeit verwendeten iPSC-Populationen wurden aus unterschiedlichen somati-
schen Zellen (Endothelzellen aus dem Nabelschnurblut, himatopoetische Stammzellen,
Vorhaut-Fibroblasten) viral unter Verwendung der Thomson-Faktoren (OCT4, SOX2,
NANOG und KLF4) generiert.

Bei dem Vergleich dieser iPSC-Populationen fiel auf, dass hFF-iPSC deutlich weniger
Pluripotenz-assoziierte Marker auf der Zelloberfliche prasentierten als die anderen bei-
den Populationen. Auf molekularer Ebene konnten diese Unterschiede allerdings nicht
beobachtet werden, da die Genexpressionswerte sowohl bei den Pluripotenz- als auch
den MSC-Markern bei allen Populationen auf einem vergleichbaren Niveau waren. Ob
die geringere Présentation der pluripotenten Oberflichenantigene einen Einfluss auf die
Pluripotenz der Zellen hatte, kann nicht beurteilt werden, da keine Untersuchungen
beziiglich der Differenzierbarkeit in Zellen aller drei Keimblétter durchgefiihrt wur-
den (z.B. Induktion von Teratomen). Allerdings wurden derartige Tests, nach bestem
Wissen der Autorin, in der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Ulrich Martin und Dr. Robert
Zweigerdt nach der Generierung der iPSC durchgefiihrt, sodass von einer guten Qualitét
dieser Zellen ausgegangen werden konnte. In den spéter durchgefithrten Generierungs-
experimenten von iPS-MSC konnte jedoch mit den hFF-iPSC keine Differenzierung zu-
friedenstellend abgeschlossen werden. Bei beiden durchgefiihrten Differenzierungen (mit
und ohne Wachstumsfaktoren) traten wihrend der EB-Phase rhythmisch kontrahieren-
de Zellen auf. Derartiges wurde bei hCB- und hHSC-iPSC nicht beobachtet. Insgesamt
wurden die besten Differenzierungsergebnisse mit hHSC-iPSC erzielt. Bei deren Gene-
rierung war es in einem Fall gelungen, die iPS-MSC iiber 20 Passagen zu kultivieren,
ohne dass groBflichige morphologische Verdnderungen oder ein Verlust der Homoge-
nitat auftraten. Bei den meisten hCB-iPSC-MSC wurden derartige Verdnderungen drei
bis neun Passagen nach erfolgreicher Generierung beobachtet.

Werden all diese Erkenntnisse restimierend betrachtet, kann nicht davon ausgegangen
werden, dass jede iPS-Zelllinie gleich ist. Dabei spielen sowohl das Alter und die Kultur-
bedingungen als auch das Ursprungsgewebe der iPSC eine Rolle. Diese kénnen die Zell-
eigenschaften auf molekularer oder Proteinebene beeinflussen. In den durchgefiihrten
Experimenten konnte gezeigt werden, dass selbst iPSC einer Zelllinie als vergleichbare,
aber nicht exakt gleiche Zellquellen angesehen werden koénnen.

In diesem Zusammenhang konnten Gaoyang Liang und Yi Zhang 2013 zeigen, dass
genetische und epigenetische Unterschiede zwischen iPSC verschiedener Zelllinien, aber
auch zwischen Zellen innerhalb einer Population oder in verschiedenen Passagen be-
stehen [147]. Des Weiteren hat sicherlich auch die Reprogrammierungsmethode und
die Wahl der Reprogrammierungsfaktoren einen Einfluss auf die Eigenschaften der
iPSC. Kim et al. zeigten beispielsweise, dass die DNA-Methylierung in frithen Pas-
sagen der iPSC an das charakteristische Muster der Ausgangszellen erinnert, wenn eine
Faktor-basierte Reprogrammierung angewandt wird [43]. Dies wird auch als ,epigenetic
memory“ bezeichnet und kann zu verdnderten Zelleigenschaften fithren. Da die lenti-
virale Reprogrammierung zu diesen Faktor-basierten Methoden gehort, ist es durch-
aus moglich, dass die ermittelten Unterschiede zwischen hCB-, hHSC- und hFF-iPSC
auf diesen ,epigenetic memory“-Effekt zuriickzufithren sind. Diese Vermutung sollte
in zukiinftigen Experimenten durch die Analyse und Verwendung unterschiedlich ge-
nerierter iPSC untersucht werden. Daneben wére auch eine Spenderabhéingigkeit (z.B.
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durch Mutationen im Genom mit zunehmendem Alter) denkbar. Allgemein betrachtet
ist die Vielfalt der bestehenden iPS-Zelllinien sowie der Reprogrammierungsmethoden
schon jetzt sehr grofl und sie wéchst stetig weiter. Daher ist es schwer, allgemeingiiltige
Aussagen fiir alle iPSC-Populationen zu treffen.

5.1.2 Direkte mesodermale in vitro-Differenzierung von hCB-iPSC

Um das Potential von iPSC zur direkten Erzeugung mesenchymaler Zelltypen zu beur-
teilen, wurden hCB-iPSC von Feeder-Zellen und von Matrigel iiber vier Wochen adi-
pogen, osteogen und chondrogen induziert. Die adipogenen und osteogenen Differenzie-
rungen wurden in Monolayerkultur, die Chrondrogenese als dreidimensionaler Pellet-
kultur durchgefithrt. AnschlieBfend wurden histologische Analysen durchgefiihrt sowie
Anderungen der Genexpression in Bezug auf die jeweilige induzierte Differenzierung
und typische Pluripotenzmarker ermittelt.

Bei der chondrogenen Induktion war auffillig, dass sich die Zellen nicht ausreichend
abrundeten, sodass hierbei keine Untersuchungen der Histologie moglich waren. Dieser
Befund deutete darauf hin, dass die Differenzierung in chondrogene Richtung bei den
verwendeten hCB-iPSC nicht gut funktioniert. Diese Vermutung wurde durch Genex-
pressionsanalysen bekriftigt, da lediglich eine beginnende Chondrogenese bei den Zellen
von Matrigel vermutet werden konnte. Die adipogenen und osteogenen Differenzierun-
gen beider iPSC-Kulturen (Matrigel, Feeder) zeigten sowohl bei den histologischen als
auch den mRNA-Analysen positive Ergebnisse. Allgemein sind iPSC demnach in der
Lage, sich direkt zu Adipozyten oder Osteoblasten zu entwickeln. Das Problem hier-
bei stellte allerdings die Tatsache dar, dass offenkundig nur ein geringer Anteil der
Zellen nach vier Wochen erfolgreich differenziert war. Die qRT-PCR-Daten aller Dif-
ferenzierungen zeigten einen Riickgang typischer Pluripotenzmarker, sodass von einem
weitestgehenden Verlust der pluripotenten Eigenschaften ausgegangen werden kann.

Fiir einen klinischen Einsatz sind die direkt mesodermal differenzierten Zellen jedoch
nicht geeignet. Da keine (chondrogen) oder nur wenige (adipogen und osteogen) differen-
zierte Zellen auftraten, miissten diese Zellen aufgereinigt werden. Die Transplantation
nicht identifizierter oder gar verbliebener pluripotenter und damit onkogener Stamm-
zellen kann zu groflen gesundheitlichen Schéden des Patienten fiihren und muss daher
ausgeschlossen werden. Eine Separation der erfolgreich differenzierten Zellen ist aller-
dings schwierig, da diese meist im Verbund und nicht als isolierte Zellen wachsen. Dies
ist bisher noch nicht zufriedenstellend gelungen. Aus diesem Grund ist es sinnvoll, die
iPSC zunéchst zu MSC zu differenzieren [148, 149].

5.2 Generierung und Charakterisierung von iPS-MSC
mittels EB- und ML-Methode

Fiir die Differenzierung von iPSC zu MSC werden von den meisten Forschergruppen
entweder eine Monolayer- oder eine Embryoid Body-Methode verwendet. Um zu ermit-
teln, welche dieser Differenzierungsmethoden geeigneter ist, wurden zunéchst hCB-iPSC
von Matrigel mittels ML- und EB-Methode zu mesenchymalen Zellen differenziert. In
spateren Experimenten wurden zudem hHSC- und hFF-iPSC zu MSC differenziert,
um zu iberpriifen, ob mit diesen Ausgangszellen dhnliche Ergebnisse erzielt werden
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konnen. Zusammenstellungen der Ergebnisse sind in den Tabellen 4.2 (Seite 67) und
4.3 (Seite 81) zu finden.

Vergleich der Differenzierungsmethoden zur Generierung von iPS-MSC

Bei der allgemeinen Untersuchung der beiden Differenzierungsmethoden mit hCB-iPSC
zeigte sich, dass die EB-Methode geeigneter war als die Monolayer-Methode. Dafiir
sprechen vor allem

e die deutlich kiirzere Generierungszeit bis zum Erreichen einer (annéhernd) ho-
mogenen und fibroblastoiden MSC-#hnlichen Morphologie (EB: ca. 3 Wochen,
ML: ca. 6 Wochen),

e die ausgesprochen bessere Erfolgsquote (EB: 83 %, ML: 22 %) und
e cine morphologisch homogenere iPS-MSC-Kultur.

Ausschlaggebend fiir die kiirzere und erfolgreichere Generierung mittels EB-Methode
war vermutlich die EB-Phase selbst. Die abgerundeten Zellaggregate erinnern stark
an die natiirliche embryonale Entwicklung. In vivo werden die Zellen aller drei Keim-
blatter in der Blastozyste unter hypoxischen Bedingungen (<6 % Sauerstoff) gebil-
det, welche nachweislich auch die Differenzierungen in vitro férdern kénnen [150-153].
Gerade fiir die Entwicklung der Zellen des Mesenchyms, welche in den inneren Berei-
chen der Blastozyste entstehen [96], ist eine sauerstoffarme Umgebung wichtig. Die fiir
diese Arbeit durchgefiihrten Differenzierungen wurden allerdings unter normoxischen
Bedingungen (21 % Sauerstoff) durchgefiihrt. Durch Bildung der EBs entsteht im Inne-
ren der Zellaggregate ein hypoxischer Bereich, in dem vermutlich die Generierung me-
senchymaler Stammzellen — aufgrund der physiologischeren Bedingungen — begiinstigt
wird [63, 84,150, 154]. Bei der Kultivierung der iPSC als Monolayer hingegen sind al-
le Zellen gleichermaflen den normoxischen Bedingungen ausgesetzt. Die Selektion der
Plastik-adhérenten Zellen am Ende der EB-Phase kann zudem als eine Aufreinigung
der entstandenen mesenchymalen Zellen angesehen werden. Dieser Schritt &hnelt der
Isolierung von genuinen MSC aus verschiedenen Geweben. Bei der ML-Methode fin-
det kein derartiger Aufreinigungsschritt statt, wodurch moglicherweise inhomogenere
iPS-MSC-Kulturen generiert wurden.

Daneben sprachen zusétzlich die einfachere Handhabung der iPSC als Embryoid Bo-
dies und eine kostengiinstigere Durchfiihrung fiir die EB-Methode . Wahrend der ersten
Passagiervorgiange der ML-Differenzierungen waren die Zellen so empfindlich, dass dem
Medium ROCK-Inhibitor zugesetzt werden musste. Dieser stabilisiert die Zellen in Sus-
pension und minimiert das Risiko einer spontanen Apoptose [126], ist allerdings auch
sehr kostspielig. Wahrend der Embryoid Body-Differenzierung bestand diese Gefahr
nicht, weswegen auf den ROCK Inhibitor verzichtet werden konnte.

Die Analyse des Differenzierungsprozesses von iPSC zu MSC zeigte eine Reduktion
der Pluripotenz-assoziierten und eine Erhéhung der MSC-assoziierten Gene und Ober-
flichenproteine. Die mRNA-Analysen konnten zudem die Vermutung, dass der entschei-
dende Prozess zur Generierung von iPS-MSC in bzw. von der EB-Phase begiinstigt wur-
de, bestédtigen. Wihrend dieser Phase wurden starke Expressionsabnahmen der Pluri-
potenzmarker detektiert. In den ersten beiden Passagen der anschlielenden Monolayer-
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Phase stiegen zudem die Expressionen der MSC-Marker stark an. Die Oberflichen-
antigene entsprachen bereits in der ersten Passage nach der EB-Phase weitestgehend
einen MSC-typischen Phénotyp. Die molekularen Verdnderungen wéahrend der ML-
Differenzierung fanden hingegen iiber mehrere (> 7) Passagen statt. Die Analysen
der Genexpressionen zeigten eine Reduktion der Pluripotenz-Marker sowie eine Stei-
gerung der MSC-Marker iiber einen lingeren Zeitraum als bei der EB-Differenzierung.
Entsprechendes konnte auch bei den entsprechenden Oberflichenantigenen beobach-
tet werden. Mit Hilfe der durchflusszytometrisch ermittelten Daten konnten zudem
zwei Populationen innerhalb der noch unvollstéindig differenzierten Zellkulturen detek-
tiert werden. Die eine Population dhnelte dem Phénotyp der iPSC, die andere jenem
der iPS-MSC. Dabei iiberwog in den ersten Passagen der Differenzierung die iPSC-
dhnliche Fraktion und in den spéteren Passagen nahmen die MSC-&dhnlichen Zellen
immer mehr zu. Daraus lief§ sich schlieffen, dass die Differenzierung vermutlich ein Pro-
zess ist, welcher eventuell spontan, aber auf jeden Fall innerhalb weniger Tage oder
Stunden durchlaufen wird und sich die Zellen nicht langsam {iber mehrere Passagen ei-
nem MSC-Phénotyp anndhern. Diese Vermutung wurde durch die ndhere Analyse von
CD24 und CD105 auf der Zelloberfliche bestéarkt (Abbildung 4.10). Es zeigte sich, dass
tiberwiegend CD24" /CD105~ (iPSC-Fraktion) oder CD24~ /CD105" Zellen (iPS-MSC-
Fraktion) innerhalb der Kulturen vorlagen. Am Anfang der Differenzierung iiberwog die
CD24-positive, am Ende die CD105-positive Fraktion. Zwischendurch konnte zudem ei-
ne kleine doppelt negative Fraktion (CD24~/CD105) nachgewiesen werden, welche
vermutlich einen Ubergangszustand darstellt.

Des Weiteren zeigte sich, dass die Generierung von iPS-MSC reversibel war, solange
der Prozess nicht vollstiandig abgeschlossen war. Ahnliche Beobachtungen konnten auch
bei der Reprogrammierung von Fibroblasten zu induzierten pluripotenten Stammzellen
gemacht werden [155]. Die Forscher postulierten dabei einen , point of no return®. Vor
diesem Punkt kann eine riicklaufige Entwicklung der unvollsténdig reprogrammierten
Zellen wieder zuriick zu den somatischen Ausgangszellen fithren. Nach dem Punkt gibt
es allerdings nur die Moglichkeit, dass die Reprogrammierung abgeschlossen wird oder
die Zellen in einem Zwischenstadium héngen bleiben [155]. Ein #hnliches Szenario wére
auch bei der Generierung von iPS-MSC denkbar, wenn die Zellen der nicht erfolgreich
abgeschlossenen Differenzierungen in einem vergleichbaren Zwischenstadium verblieben
sind, in dem sie keine iPSC mehr, aber auch noch keine iPS-MSC sind (Abbildung 5.1).

Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde ein Differenzierungsverlauf-Modell entwickelt,
welches unabhéngig von der angewandten Methode ist. Dieses ist in Abbildung 5.1 dar-
gestellt. Bei der EB-Methode finden die mittleren beiden Zustédnde, bei denen mehrere
Zelltypen nebeneinander vorliegen, vermutlich innerhalb der Embryoid Bodies statt.
Wie oben vermutet, scheint die Differenzierung von iPSC zu iPS-MSC so lange re-
versibel zu sein, bis eine (annidhernd) homogene MSC-&hnliche Kultur entstanden ist
(Doppelpfeile in Abbildung 5.1). Konnten jedoch keine iPS-MSC generiert werden, oder
entwickelte sich die bestehende iPS-MSC-Kultur weiter, so konnte keine (erneute) Ent-
stehung MSC-&hnlicher Zellen beobachtet werden. Daher wird vermutet, dass letztere
Prozesse irreversibel sind (einfach Pfeile in Abbildung 5.1). Sehr wahrscheinlich ist zu-
dem, dass einige dieser Schritte durch externe Faktoren beeinflusst bzw. begiinstigt
werden kénnen. In den durchgefiithrten Experimenten wurden zum einen dem Medium
Wachstumsfaktoren (bFGF, EGF und PDGF) zugegeben und zum anderen Embryoid
Bodies geformt, um die Differenzierung in mesenchymale Richtung zu forcieren. Dies
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bei EB-Methode innerhalb der Embryoid Bodies

iPSC-Kultur iPSC-Kultur mit Ubergangszustand, annahernd homogene
CD24°/CD105 Zellen in dem iPSC und iPS-MSC-Kultur
iPS-MSC sowie doppelt-
negative Zellen neben-
einander vorliegen

induzierte pluripotente Stammzellen
(CD24*/CD105)

4

doppelt negative Zellen
(CD247/CD105)

mesenchymale Stammzellen

i inhomogene Kultur mit
(CD247/CD105%)

undefinierten Zellen

Abbildung 5.1: Postuliertes Modell zur Differenzierung von iPSC zu MSC.

sind zwei der am héufigsten verwendeten Ansétze, daneben sind aber weitere bekannt.
Beispielsweise verwendeten Liu et al. eine faserartige Kollagen-Beschichtung, auf der
nach einigen Tagen MSC-iahnliche Zellen beobachtet wurden [89]. Andere Forscher-
gruppen nutzten das Molekiil SB431542, welches den TGF-3-Signalweg inhibiert, um
so die Generierung von mesenchymalen Stammzellen zu férdern [79, 104, 156]. Die ei-
genen Optimierungsexperimente des Differenzierungsprozesses werden in Abschnitt 5.4
diskutiert.

Der Differenzierungsprozess von pluripotenten zu mesenchymalen Stammzellen wird
hiufig auch als epithelial-mesenchymale Transition angesehen. Anhand der Microarray-
Analysen konnte dies bestitigt werden. Zum einen wurden die Pluripotenz-Marker he-
runter- und die MSC-Marker heraufreguliert, zum anderen konnten EMT-spezifische
Genexpressionsanderungen beobachtet werden. Allgemein zeigte sich, dass die Genex-
pressionsdnderungen wihrend der EB-Methode deutlich stérker ausfielen als wahrend
der ML-Methode. Dies bestétigte noch einmal die bessere Generierung von iPS-MSC
mittels EB-Methode. Eine Zuordnung des Differenzierungsprozesses zu einem der EMT-
Subtypen war jedoch schwierig. Wie in Abschnitt 1.4 (Seite 12 bereits erldutert, tre-
ten die meisten Genexpressionsdnderungen bei allen drei Subtypen auf. Aufgrund der
Ahnlichkeit des iPS-MSC-Generierungsprozesses und der embryonalen Entwicklung ist
eine Zuordnung zum Typ 1 EMT am wahrscheinlichsten [104].

Abschlieflend betrachtet, konnten mit beiden Differenzierungsmethoden Kulturen mit
typischen spindelférmigen Zellen generiert werden. Leider wurden daneben immer auch
vereinzelte Zellen mit andersartiger Morphologie beobachtet, so dass keine 100 %ig ho-
mogenen iPS-MSC-Kulturen entstanden sind. Zudem waren die iPS-MSC beider Me-
thoden sehr instabil. Die erfolgreich generierten iPS-MSC entwickelten sich nach drei
bis neun Passagen weiter, die Kulturen wurden sehr inhomogen und wiesen zum Teil
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gar keine MSC-&hnliche Zellen mehr auf. Manche Kulturen zeigten breite flachige Zellen
dhnlich seneszenten hBMSC, andere wiesen kleine runde oder im Verbund wachsende
Zellen auf. Bei Letzteren wére eine Riickentwicklung zu epithelialen Zellstrukturen,
z.B. iiber eine mesenchymale-epitheliale Transition, oder eine Weiterdifferenzierung zu
mesenchymalen Gewebezellen denkbar. Vermuten ldsst sich in diesem Zusammenhang,
dass die unphysiologischen normoxischen Kulturbedingungen (21 % O3) der iPS-MSC
dazu gefithrt haben. In vitro Experimente mit nativen MSC haben bereits gezeigt, dass
die multipotenten Zelleigenschaften unter hypoxischen Bedingungen lénger aufrecht er-
halten bleiben als unter normoxischen Bedingungen [157,158]. Eine Riickentwicklung
zu iPSC konnte allerdings ausgeschlossen werden, da die analysierten Pluripotenz-
assoziierten Marker sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene nach erfolgreicher
iPS-MSC-Generierung auf einem sehr niedrigen Niveau blieben.

Generierung von hHSC- und hFF-iPSC

Nachdem festgestellt wurde, dass die EB-Methode besser fiir die Generierung von iPS-
MSC geeignet ist als die ML-Methode, wurde erstere auch zur Differenzierung von
hHSC- und hFF-iPSC verwendet. Mit beiden Populationen konnten iPS-MSC gene-
riert werden, allerdings mit unterschiedlichem Erfolg. Im Vergleich aller iPS-MSC(EB)-
Populationen war die Generierung von hHSC-iPSC am erfolgreichsten. Eine hHSC-iPS-
MSC konnten iiber 20 Passagen kultiviert werden und wies lediglich geringe Seneszenz-
bedingte morphologische Verdnderungen auf. In einer zweiten identisch durchgefiihrten
Generierung mit hHSC-iPSC blieb die Kultur allerdings nur iiber sechs Passagen mor-
phologisch stabil. Dies war vergleichbar mit den meisten hCB-iPS-MSC-Kulturen. Aus
welchen Griinden die erste hHSC-iPS-MSC-Kultur solch eine iiberdurchschnittlich hohe
Stabilitat aufwies, konnte nicht gekldrt werden. Eine Auswirkung des ,, epigenetic me-
mory*“-Effekts wére allerdings denkbar, da sich die Ausgangs-iPSC erst in Passage 29.0
befanden und zudem eine Ahnlichkeit zwischen hamatopoetischen und mesenchymalen
Stammzellen besteht.

Ganz im Gegensatz zu den hCB- und vor allem hHSC-iPSC konnten hFF-iPSC
nicht gut zu MSC differenziert werden. In der EB-Phase entstanden rhythmisch kon-
trahierende EBs und Zellen, die stark an Kardiomyozyten erinnerten. Die erhaltene
iPS-MSC-Kultur war iiberdurchschnittlich inhomogen und proliferierte nur langsam.
In einem spéteren modifizierten Differenzierungsexperiment ohne Wachstumsfaktoren
traten ebenso kontrahierende Zellen auf. Auflerdem ist bekannt, dass die EB-Methode
besonders héufig verwendet wird, um pluripotente Stammzellen zu Kardiomyozyten
zu differenzieren [69, 159, 160]. Wei et al. berichteten sogar von einer parallelen Ge-
nerierung von Herzmuskelzellen und MSC-dhnlichen Zellen [161]. Scheinbar besitzen
die verwendeten hFF-iPSC in Kombination mit der EB-Differenzierung die Préferenz,
sich besonders leicht zu Kardiomyozyten zu entwickeln. Aus diesem Grund wurden mit
diesen Zellen keine weiteren Experimente durchgefiihrt.

Vergleich der iPS-MSC mit hBMSC

Alle generierten iPS-MSC-Kulturen wurden, sofern moglich, mittels FCM und quanti-
tativer RT-PCR nach Erreichen einer (annidhernd) homogenen MSC-ahnlichen Morpho-
logie analysiert und mit nativen hBMSC verglichen. Tabelle 5.1 fasst die durchflusszy-
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tometrischen Ergebnisse von undifferenzierten iPSC, generierten hCB- und hHSC-iPS-
MSC sowie nativen hBMSC noch einmal kurz zusammen. Aufgrund der inhomogenen
und qualitativ unzureichenden hFF-iPS-MSC-Kulturen wurden diese Zellen in der Auf-
listung nicht beriicksichtigt.

Tabelle 5.1: Zusammenfassung der FCM-Daten typischer positiver und negativer MSC-Marker von
iPSC, hCB-iPS-MSC(ML/EB), hHSC-iPS-MSC(EB) und hBMSC. ++: stark positiv, +: schwach po-

sitiv, -: negativ

S = 0
5 3 g
= = &
- N -
o, Q @) o M
= = = = =
CD13 + o+ + ++
CD14 - - - - -
CD24 ++ - . i i
CD34 - - - - -
CD44 -/+ A+ ++
CD45 - - - - -
CD73 S e e S ++
CD90 ++ A/
CD105 -+ + + + ++
CD106 - - - - ++
CD146 + + + + +
SSEA-3 + - - - -
SSEA-4  ++ - - - ++
SSEA-5  ++ - - - -
TRA-1-60 ++ - . i i

Die generierten iPS-MSC wiesen ein Oberflichenexpressionsmuster auf, welches dem
hBMSC-Phénotyp sehr stark dhnelte, aber nicht mit ihm identisch war. Dabei war
es unerheblich, welchen Ursprung die iPSC hatten und welche Differenzierungsmetho-
de verwendet wurden. Abweichend von dem hBMSC-Phénotyp konnten das Antigen
CD106 und das Glykosphingolipid SSEA-4 nicht auf iPS-MSC exprimiert werden. Seit
einigen Jahren ist allerdings bekannt, dass SSEA-4 auf mesenchymalen Stammzellen
des Knochenmarks, der Plazenta, der Zahne und der Synovialmembran (Gelenkkapsel),
nicht aber auf MSC anderer gingiger Quellen (z.B. Fett, Nabelschnur, Nabelschnurblut)
exprimiert wird [19,129]. Ahnlich stellt es sich bei CD106 dar. Dieses Antigen wird in
den verschiedensten Publikationen sowohl als positiver als auch als negativer Marker in
Bezug auf mesenchymale Stammzellen beschrieben. Dabei schwanken die Angaben sogar
in Bezug auf das gleiche Ursprungsgewebe, wie z.B. dem Fettgewebe [21,90,130]. Einig-
keit scheint bei MSC aus dem Knochenmark und der Nabelschnur zu herrschen, erstere
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werden iiberwiegend positiv, letztere negativ fiir CD106 beschrieben [162,163]. Somit
stellen die Oberflichenmarker SSEA-4 und CD106 keine zwingenden MSC-Kriterien dar
und deren Fehlen schlieit eine erfolgreiche Generierung von iPS-MSC nicht aus. Jedoch
zeigten die Ergebnisse, dass die im Rahmen dieser Arbeit generierten iPS-MSC nicht
vollsténdig genuinen hBMSC entsprachen. Eine Ubereinstimmung mit MSC aus der
Nabelschnur wire moglich, miisste aber in weiteren Untersuchungen néher verifiziert
und beide Zelltypen parallel analysiert und miteinander verglichen werden. Auch wire
ein Zusammenhang mit dem Ursprungsgewebe der iPSC aufgrund des ,, epigenetic me-
mory“-Effektes denkbar (siehe oben). Denn nicht nur fiir Nabelschnur-Zellen, sondern
auch fiir (neonatale) Vorhautfibroblasten und hamatopoetische Stammzellen wurde eine
»fehlende* Expression von SSEA-4 und CD106 berichtet [162,164].

Auf mRNA-Ebene zeigten sich ebenfalls geringe Unterschiede zwischen iPS-MSC und
hBMSC. Die Expressionen der Pluripotenz-assoziierten Gene waren in generierten und
genuinen MSC auf einem vergleichbaren Niveau. Bei den mesenchymalen Markern zeig-
te sich allerdings, die CD105-Expression aller iPS-MSC-Populationen (ML und EB)
durchschnittlich nur ein Viertel der Expression in hBMSC betrug. Zudem wurde das
hBMSC-Expressionsniveau von CD73 nur von den EB-differenzierten iPS-MSC erreicht.
Diese Erkenntnisse stimmen sehr gut mit den kiirzlich publizierten Ergebnissen von Die-
derichs et al. iiberein. Die Forscher konnten zeigen, dass native hBMSC und iPS-MSC
des gleichen Spenders nicht identisch sind [94]. Vergleichbar mit den eigenen Daten
wurden typischer MSC-Marker (CD105, CD13, CD73) in iPS-MSC deutlich geringer
exprimiert (CD105 ebenfalls nur zu 25 % verglichen mit hBMSC) Zudem einen rea-
gierten die iPS-MSC deutlich triger auf fiir MSC etablierte Differenzierungsprotokolle.
Dieser Aspekt wurde mit den eigenen iPS-MSC-Populationen ebenfalls iiberpriift und
im folgenden Abschnitt diskutiert.

5.3 Beurteilung der in vitro Differenzierungskapazitat
unterschiedlicher iPS-MSC im Vergleich zu hBMSC

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die generierten iPS-MSC adipogen, osteogen und
chondrogen differenziert, um zu iiberpriifen, ob diese Zellen eine mit genuinen hBMSC
vergleichbare in vitro-Differenzierungskapazitéit besitzen. Die Tabelle 5.2 fasst die Er-
gebnisse noch einmal zusammen. Die Experimente zeigten, dass sich die meisten iPS-
MSC-Population in vitro in adipogene und osteogene, sowie, wenn induziert, in chondro-
gene Richtungen differenzieren lieen. In einem Experiment (iPS-MSC aus ML1) konnte
keine mesodermale Differenzierung induziert werden und in einem weiteren (iPS-MSC
aus EB5) konnten die Zellen nur adipogen und chondrogen, nicht aber osteogen, diffe-
renziert werden.

Verglichen mit hBMSC wiesen alle Populationen eine deutlich verminderte adipogene
Differenzierungskapazitit auf. Es wurden zwar sehr viele Fetttropfchen im Zytoplasma
gebildet, diese waren allerdings extrem klein und ohne eine histologische Farbung meist
nicht erkennbar. In hBMSC waren die LD hingegen durchgehend so grof3, dass die einzel-
nen Tropfen unter dem Mikroskop auch ohne Farbung und oft schon nach siebentégiger
Induzierung zu sehen waren. Auf mRNA-Ebene zeigte sich entsprechend in den indu-
zierten iPS-MSC eine etwa 100-fach geringere Expression Adipogenese-typischer Gene
(FABP4, PPAR~y) als in hBMSC.
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Die Induktion der Chondrogenese fiel bei allen iPS-MSC-Kulturen ebenfalls schwé-
cher aus als bei hBMSC. Die histologischen Férbungen wurden dennoch spezifisch fiir
die induzierten Zellen beobachtet. Die iPS-MSC-Pellets wurden wéhrend der vierwo-
chigen Experimente nur geringfiigig grofier, vermutlich weil einige Zellen innerhalb der
Pellets abstarben und die Differenzierung nicht sehr stark ausgepréigt war. Damit ein-
hergehend nahmen die mRNA-Mengen mit zunehmender Kultivierungszeit ab und es
konnten vor allem fiir die spiten Zeitpunkte (Tag 21 und 28) nur selten Genexpressions-
daten erhoben werden. Ein Vergleich mit den Daten der hBMSC sowie die Bestétigung
einer erfolgreichen chondrogenen Differenzierung war auf mRNA-Niveau daher nicht
moglich.

Die Ergebnisse der osteogenen Differenzierungen fielen bei iPS-MSC sowohl histolo-
gisch als auch bei der Analyse der Genexpression dhnlich gut oder sogar besser aus als
die der hBMSC. Mit 3-GP als Phosphat-Quelle konnte nur in hHSC-, nicht aber in hCB-
iPS-MSC eine Osteogenese induziert werden, wohingegen mit NaH;PO, in fast allen
Experimenten ein gutes bis sehr gutes Ergebnis erzielt werden konnte. Vergleichbar un-
terschiedlich waren auch die Ergebnisse nativer MSC, was auf eine Spenderabhéngigkeit
zuriickzufiihren ist. Besonders unter Verwendung eines 3-GP-haltigen Differenzierungs-
mediums war die Differenzierungskapazitiat der hBMSC sehr eingeschriankt [136].

Tabelle 5.2: Ergebnis der histologischen Analysen der mesenchymalen in vitro-Differenzierungen ver-
schiedener hCB-, hFF- und hHSC-iPSC-MSC-Kulturen und isolierte hBMSC. + = schwach positive

Farbung, ++ = stark positiv Féarbung, - = keine Férbung/negativ, * keine Daten vorhanden.
Generierungsversuch Adipo- Osteo- Chondro-
genese genese genese

hCB-iPS-MSC

ML1 - B-GP: - *
NaHQPO4: -

ML6 + B-GP: - *
NaHsPOy: ++

EB2 + B-GP: - *
NaH,POy,: ++

EB3 + B-GP: - +
NaHQPO4: +

EB5 + B-GP: - +
NaH,POy,: -

hHSC-iPS-MSC

EB7 + B-GP: ++ +
NaH,POy,: ++

hBMSC

++ B-GP: -/+/++ ++

NaHQPO4: -/+/‘|“|‘
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Beziiglich der verminderten Adipogenese in iPS-MSC wurden dhnliche Ergebnisse
von anderen Forschergruppen beobachtet. Deren induzierte iPS- oder ES-MSC wiesen
im Vergleich zu nativen MSC entweder kleinere Fettvesikel oder nur eine geringere An-
zahl an differenzierten Zellen auf [79,89,110,156,165]. Ausschlaggebend dafiir konnten
verschiedene Griinde sein. Zum einen wire es moglich, dass generierte iPS-MSC im Ver-
gleich zu hBMSC allgemein schlechter in adipogene Richtung differenzieren und damit
qualitativ nicht mit den genuinen Zellen mithalten konnen. Zum anderen unterscheiden
sich native MSC unterschiedlichen Ursprungs ebenfalls in ihrem Differenzierungsverhal-
ten. Diesbeziiglich konnte gezeigt werden, dass junge MSC (z.B. aus dem Nabelschnur-
gewebe oder -blut, der Plazenta oder fetale MSC) in witro schlechter zu Adipozyten
differenzieren als adulte MSC [104]. Mit dem Hintergrund, dass pluripotente Stamm-
zellen nur wiahrend der embryonalen und fetalen Entwicklung auftreten, ist ein Vergleich
dieser Zellen sowie der generierten iPS- oder ES-MSC mit jungen MSC naheliegend.

Gemessen an den durchlaufenen Zellzyklen konnen die verwendeten iPS-MSC jedoch
nicht mehr als ,,jung” bezeichnet werden. Fiir diese Arbeit wurden iPSC verwendet, die
bereits iiber mindestens 29 Passagen kultiviert worden waren. Die Zellen wurden alle
fiinf bis sechs Tage (meist) 1:6 gesplittet. Ausgehend von fiinf Tagen Kultivierungsdauer
pro Passage ergibt sich eine Verdopplungszeit von 46,4 Stunden. Diese ist vergleichbar
mit Verdopplungszeiten fiir pluripotente Stammzellen anderer Forschergruppen (41 bis
49 Stunden) [25,126]. Daneben wurde aber auch von Verdopplungen alle 20 bis 33 Stun-
den berichtet [46,149,166]. Dabei wurde vermutlich beriicksichtigt, dass nach der Pas-
sage zundchst viele Zellen sterben, wodurch die tatsédchliche Ausgangszellzahl deutlich
geringer ist, als die theoretisch ausgeséte. Somit ist die effektive Verdopplungszeit pro
Passage auch deutlich kiirzer. Insgesamt kann daher von einer Zellteilung alle ein bis
zwei Tage ausgegangen werden, woraus sich eine Verdopplungsrate von 2,5 bis 5 pro
Passage ergibt. Das bedeutet wiederum, dass sich die zur Generierung von iPS-MSC
verwendeten iPSC (Passage 29 oder hoher) bis zu dessen Verwendung mindestens 72,5
bis 145 mal geteilt hatten. Moglicherweise lassen sich daher die generierten iPS-MSC
— dhnlich wie MSC von élteren Spendern — nicht mehr in alle Richtungen gleich gut
differenzieren.

Damit einhergehend ist das von Muraglia et al. postulierte Hierarchie-Modell eine
weitere Erklarungsmoglichkeit fiir die verminderte adipogene und chondrogene Diffe-
renzierungskapazitit [167]. Nach diesem Modell verlieren MSC mit zunehmenden Zell-
teilungen als erstes die Figenschaft, zu Adipozyten zu differenzieren. Danach nimmt
das chondrogene Differenzierungspotential ab, aber eine Osteogenese ist auch nach vie-
len Zellteilungen noch problemlos moglich. Im Hinblick auf die vielen Zellteilungen
wihrend und vor allem vor der Generierung der iPS-MSC ist es durchaus denkbar,
dass die verwendeten iPSC und iPS-MSC bereits einen Teil ihrer Differenzierungskapa-
zitét verloren hatten. Gegen das Hierarchie-Modell von Muraglia et al. spricht jedoch
die Tatsache, dass bei den adipogenen Differenzierungsexperimenten anndhernd alle
iPS-MSC Fetttopfchen enthielten, diese allerdings nur sehr klein geblieben sind. Somit
ist das Potential, in Adipozyten zu differenzieren, durchaus vorhanden, der Vorgang
verlduft im Vergleich zu hBMSC jedoch deutlich langsamer und schwicher ausgepréigt.
Zukiinftige Analysen miissen diesbeziiglich zeigen, ob das Hierarchie-Modell auch auf
iPS-MSC angewandt werden kann.

Neben den jeweiligen Differenzierungsmerkmalen wurde zudem {iiberpriift, ob sich
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wahrend der Differenzierungen iPS-MSC zu iPSC zuriick entwickelt haben. Es zeigte
sich, dass die Genexpressionen der meisten Pluripotenz-assoziierten Gene innerhalb der
vierwochigen Induktionen auf gleichem Niveau blieb oder weiter abnahm. Die Werte
der Alkalischen Phosphatase stiegen zwar mit zunehmender Differenzierungsdauer an,
dieses Gen wird jedoch allgemein wahrend einer Osteogenese hochreguliert. Auflerdem
wiesen SOX2 und CD24 nach vierwochiger adipogener Differenzierung erhohte Werte
gegeniiber den Kontrollen auf. Hierzu ist seit wenigen Jahren bekannt, dass CD24 in
Vorldufer-Fettzellen erhoht ist [137,138] und SOX2 die Adipogenese fordert, indem es
PPAR-y induziert [139,140]. Da keine anderen Pluripotenz-Marker erhoht reguliert wa-
ren, konnte ausgeschlossen werden, dass die Zellen wieder zu pluripotenten Stammzellen
zuriick differenziert waren. Es konnte jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass einzelne
iPSC in der Kultur enthalten waren, da diese bei den durchgefiihrten Messungen nicht
identifiziert worden wéren.

Wie in Abschnitt 1.2 (Seite 6 ff.) angesprochen, besitzen iPSC und iPS-MSC beson-
ders fiir die Regenerative Medizin ein grofles Potential. Die durchgefiihrten Differenzie-
rungsexperimente zeigten, dass iPS-MSC deutlich besser zur Erzeugung mesenchymaler
Zelltypen geeignet sind als ihre Ausgangszellen (iPSC). Da allerdings nicht garantiert
werden kann, dass nach erfolgter Adipo-, Osteo- oder Chondrogenese keine pluripoten-
ten Zellen mehr in der Kultur vorhanden waren, ist eine klinische Anwendung auch
mit diesen Zellen nicht mdéglich. Um die Gefahr einer Tumorbildung durch den Ein-
satz von nicht 100 %ig homogenen iPS-MSC-Kulturen zu minimieren, ist ein Aufrei-
nigungsschritt der mesenchymalen Stammzellen vor der mesodermalen Differenzierung
unabdingbar (vergleiche Abschnitt 5.4).

5.3.1 Kurzzeitadipogenese

Im Rahmen arbeitsgruppeninterner Forschungen zeigte sich, dass die adipogene Indukti-
on von hBMSC nach zwei Wochen zu einer 100 %igen Oberflichenexpression von CD34
fithrt. Der gleiche Versuch wurde mit iPS-MSC wiederholt. Dazu wurde jene Population
verwendet, welche unter Zugabe von TGF-31 generiert wurde, da diese Zellen am bes-
ten adipogen differenzierten. Nach zweiwochiger adipogener Induktion konnten auf den
iPS-MSC allerdings keine CD34-Proteine detektiert werden. Dies zeigte erneut, dass
iPS-MSC in ihren Eigenschaften nicht vollstéindig den nativen hBMSC entsprechen.

5.4 Modifizierungen der EB- und ML-Methode fiir eine
Optimierung des Differenzierungsprozesses

Nach der Beurteilung und dem Vergleich der beiden Differenzierungsmethoden (EB und
ML) wurde durch Modifizierungen beider Methoden eine Optimierung des Prozesses
angestrebt. Einen Uberblick iiber alle Optimierungsexperimente geben die Tabellen 4.4
und 4.5 auf den Seiten 92 und 93.

Aufreinigung von iPS-MSC mittels FACS

Da pluripotente Stammzellen onkogen sind, miissen iPS-MSC und andere iPSC-abgelei-
tete Zellen, die eine Anwendung in der Regenerativen Medizin finden sollen, aufgereinigt
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werden. Mit Hilfe der Fluoreszenz-aktivierten Zellsortierung steht dafiir eine sehr zu-
verlissige und schnelle Methode zur Verfiigung. Da die Zellen lebend sortiert werden, ist
eine anschliefende Weiterkultivierung der sortierten Zellen moglich. Fiir FACS miissen
die Zellen jedoch als Einzelzellsuspension vorliegen, wodurch die Anwendbarkeit etwas
eingeschrénkt wird. Zellen die in einem festen Verbund wachsen (z.B. Gewebezellen)
kénnen nur schwer vereinzelt werden. Dafiir ist eine mechanische Vereinzelung der Zel-
len notwendig. Diese kann allerdings dazu fithren, dass die Zellwénde durchléssig werden
und die Zellen sterben. Dies zeigte sich im Rahmen der eigenen Arbeiten bei der Kurz-
zeitadipogenese: Die adipogen differenzierten Zellen wurden mittels FCM analysiert und
mussten dafiir unter grofem mechanischen Aufwand vereinzelt werden. Die Histogram-
me zeigten anschlieffend deutlich, dass viele tote Zellen in der Suspension vorhanden
waren. Zudem waren teilweise, aufgrund beschédigter Zellwidnde, Antikorper in die noch
lebenden Zellen eingedrungen. Wurden Einzelzellsuspensionen von hBMSC oder iPS-
MSC analysiert, so bestanden diese Probleme nicht, da mesenchymale Stammzellen
in wvitro vergleichsweise separiert wachsen. Aus diesem Grund ist es sinnvoller, even-
tuell verbliebene pluripotente Stammzellen bereits nach der Differenzierung zu MSC
zu entfernen, anstatt dies erst nach einer Weiterdifferenzierung in z.B. mesenchymale
Gewebezellen zu tun.

Anhand der FCM-Analysen vor, wihrend und nach der iPS-MSC-Generierung zeigte
sich, dass die Kombination der Antigene CD24 und CD105 fiir die Separation der me-
senchymalen von den pluripotenten Stammzellen duflerst geeignet ist. Besonders vor-
teilhaft war dabei, dass sowohl die hCB- als auch die hHSC- und hFF-iPSC einen
CD24" /CD105 -Phénotyp, alle generierten iPS-MSC-Populationen jedoch einen
CD24~/CD105"-Phénotyp besafilen. Zudem konnte gezeigt werden, dass die Zellen,
die wahrend der Differenzierung in Kultur vorlagen, {iberwiegend entweder einen plu-
ripotenten (CD24" und CD1057) oder einen mesenchymalen Charakter (CD24~ und
CD105%) aufwiesen (vergleiche Abschnitt 5.2). Aufgrund der stark kontriaren Antigenex-
pressionen auf den Zelloberflichen war mit der Kombination von CD24 und CD105 eine
gute Isolierbarkeit der gewiinschten Zellen méglich. Auch in anderen Forschergruppen
konnten aus pluripotenten Stammzellen generierte MSC erfolgreich nach CD24~ /CD105"
sortiert [80,95] werden. Abweichende Sortierungskriterien wie z.B. CD73%/CD90%,
CD44" /CD146" oder nur CD73" finden ebenfalls Anwendung [79, 90, 161]. Fiir die
iPSC, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden, waren die zuletzt genannten
Antigenkombinationen allerdings nicht geeignet. CD44, CD73, CD90 und CD146 wur-
den bereits zum Teil sehr stark auf den undifferenzierten iPSC exprimiert, so dass
eine positive Sortierung nach diesen Antigenen nicht ratsam war. Vor allem die Ober-
flachenproteine CD90 und CD146 wurden auf den verwendeten iPSC und den daraus ge-
nerierten iPS-MSC in d&hnlichem Mafle exprimiert. Auch andere Forschergruppen konn-
ten zeigen, dass deren iPSC stark positiv fiir diese beiden Antigene sind [94,104,168,169].
Bei einer Sortierung nach CD90" oder CD146" wiirden demnach auch undifferenzierte
iPSC in die aufgereinigte Kultur {ibergehen. CD44 und CD73 gelten héufig als negativ-
Marker fiir iPSC bei der Reprogrammierung von Fibroblasten und die meisten publi-
zierten Daten zeigen einen CD44~/CD73~-Phéanotyp [168,170]. Dennoch konnte in den
eigenen Experimenten gezeigt werden, dass die Expressionen von CD44 und CD73 in
Abhéngigkeit der Kultivierungsdauer der iPSC stark variierten. Daher sind CD44" und
CD73" als generelle Sortierungskriterien nicht geeignet.

In den meisten Publikationen werden keine durchflusszytometrischen Analysen von
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CD105 und CD24 in undifferenzierten humanen iPSC gezeigt. Somit ist schwer einzu-
schétzen, ob sich ein Sortieren nach CD24~/CD105" fiir alle iPS-MSC-Populationen
eignet. Wurden jedoch Daten von CD24 oder CD105 gezeigt, so waren die Zellen stets
positiv fiir CD24 und negativ fiir CD105 [95, 104, 168, 169]. In Kombination mit den
eigenen Daten lisst sich somit vermuten, dass CD24~/CD105% als generell geeignete
Kriterien fiir die Aufreinigung von iPS-MSC in Frage kommen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden unvollsténdig differenzierte iPSC/iPS-MSC-Kul-
turen in Passage 6 oder 7 sortiert. Es wurden ausschlieflich Zellen verwendet, die
mittels ML-Methode differenziert wurden, da die EB-differenzierten Zellen bereits in
der ersten sortierfihigen Passage einem einheitlichen MSC-&dhnlichen Phénotyp ent-
sprachen und eine Sortierung somit keinen Zeitgewinn erbracht hétte. Vielmehr hétte
dies unndtigen Stress fiir die Zellen bedeutet. Nach der Aufreinigung der iPS-MSC
mit CD24~/CD105"-Phénotyp wurden anndhernd homogene Kulturen erhalten, die
allerdings sowohl auf mRNA- als auch auf Protein-Niveau dem Phénotyp unsortier-
ter iPS-MSC entsprachen. Wenige Passagen nach der Aufreinigung wurden aber auch
bei diesen Zellen morphologische Verédnderungen bzw. Weiterdifferenzierungen zu un-
definierten Zelltypen beobachtet. Diese waren vergleichbar mit denen, die bei nicht
sortierten iPS-MSC-Kulturen auftraten. Somit ist eine Aufreinigung der gewiinschten
iPS-MSC mittels FACS nach CD24~/CD105" zwar moglich, stabilere oder qualitativ
bessere Kulturen konnten damit jedoch nicht generiert werden.

Generierung von iPS-MSC ohne Wachstumsfaktoren

Es ist bekannt, dass eine Differenzierung von pluripotenten zu mesenchymalen Stamm-
zellen mittels EB-Methode auch ohne Zugabe dirigierender Agenzien spontan verlaufen
kann [93,94, 142]. Wie bereits erlautert, dhnelt die EB-Differenzierung der natiirlich
vorkommenden embryonalen Entwicklung. Im Inneren eines EBs differenzieren die plu-
ripotenten Stammzellen vermutlich aufgrund der engen Zell-Zell-Kontakte und der hy-
poxischen Umgebung spontan zu Zelltypen aller drei Keimblitter (Ektoderm, Endo-
derm, Mesenchym) [84,85]. Aufgrund dessen wurde die EB-Differenzierung ohne Zugabe
der Wachstumsfaktoren bFGF, PDGF-AB und EGF mit allen drei iPSC-Populationen
(hCB-, hHSC-, hFF-iPSC) getestet. Allerdings konnte mit keiner Population eine homo-
gene iPS-MSC-Kultur generiert werden. Stattdessen trat eine spontane Differenzierung
der hFF-iPSC zu kontrahierenden (Herzmuskel-)Zellen ein.

Anderen Forschern gelang eine derartige Generierung von iPS-MSC ohne Einsatz
von Wachstumsfaktoren [94, 142]. Bei ndherer Betrachtung stellte sich jedoch heraus,
dass in diesen Experimenten iPSC verwendet wurden, die aus Knochenmarks-MSC ge-
neriert waren. Somit ist es sehr wahrscheinlich, dass die verwendeten Zellen aufgrund
des ,epigenic memory“-Effektes leichter zuriick zu MSC differenziert werden konnten
als die eigenen hCB-, hHSC- und hFF-iPSC. Eine Generierung von iPS-MSC ohne
Wachstumsfaktoren ist demnach nur eingeschréankt zu empfehlen und fiir die meisten
iPSC-Populationen nicht geeignet. Allerdings bestétigt diese Tatsache die eigenen Er-
kenntnisse dahingehend, dass das Ursprungsgewebe einen Einfluss auf die Eigenschaften
und Differenzierungsverhalten der reprogrammierten iPSC zu haben scheint.
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Generierung von iPS-MSC mit TGF-31

Aufgrund der Microarray-Analysen wurde vermutet, dass die Generierung von iPS-MSC
durch die Zugabe von TGF-f31 optimiert werden kénnte. Zudem ist bekannt, dass TGF-
1 eine EMT und damit die Differenzierung von epithelialen, hier iPSC, zu mesenchy-
malen Zellen induzieren kann [133,135,171]. Daneben induziert TGF-f1 auch die Ex-
pression von CD105 [172,173]. Nach obigem postulierten Differenzierungsmechanismus,
welcher CD24%/CD105"-doppelt positive Zellen ausschlieBt, wiirde dies die Differen-
zierung von einem pluripotenten zu einem mesenchymalen Phéanotyp begiinstigen. Aus
diesem Grund wurden EB-Differenzierungen von hCB-iPSC unter Zugabe von TGF-{31
zum Differenzierungsmedium (2 ng/mL und 5 ng/mL).

Ein positiver Einfluss des Wachstumsfaktors konnte bestéitigt werden. Diese iPS-
MSC-Populationen wiesen eine homogenere Morphologie auf und waren deutlich stabiler
als die parallel (ohne TGF-$1) generierten iPS-MSC. Morphologische Verdnderungen
traten erst funf (2 ng/mL TGF-f1) bzw. sechs (5 ng/mL TGF-f1) Passagen spéter
auf.

Die generierten hCB-iPS-MSC konnten adipogen, osteogen und chondrogen differen-
ziert werden. Auffillig war hierbei, dass die Differenzierungen in alle drei Richtungen
deutlich ausgeprégter verliefen als bei hCB-iPS-MSC, die ohne TGF-31 generiert wur-
den. Dies zeigte sich sowohl histologisch als auch auf mRNA-Niveau. Zudem war die
Osteogenese nicht nur mit NaH,PO,, sondern auch mit 3-GP erfolgreich. Dies ist ohne
TGF-B1-Einsatz nur bei hHSC-iPS-MSC gegliickt. Bei der Chondrogenese konnte au-
Berdem ein verstirktes Wachstum der Zellpellets beobachtet werden. Dies traf jedoch
auch auf die Kontrollpellets zu, welche zum Teil grofler waren als die induzierten Pellets.
Auflerdem zeigten die Kontrollzellen gréflere Expressionssteigerungen der Markergene
Aggrecan, Kollagen 21 und SOX9. Daraus konnte geschlussfolgert werden, dass die
Chondrogenese in den Kontrollen ausgeprégter verlaufen ist als in den eigentlichen in-
duzierten Pellets.

Grund dafiir kénnte die Verwendung von TGF-31 bei der Generierung der iPS-MSC
gewesen sein. Der Wachstumsfaktor gehort zur TGF-f3-Superfamilie und ist ebenso
wie TGF-33 in der Lage, bei mesenchymalen Stammzellen eine Chondrogenese zu in-
duzieren. Daher wird er von vielen Forschergruppen fiir die in witro-Differenzierung
genutzt [174-176]. Da TGF-B1 sich in Monozyten und Makrophagen nach anfianglicher
duBerer Stimulation selbst intrazelluldr hochregulieren kann [173], wére ein dhnliches
Verhalten auch in anderen Zelltypen wie den iPS-MSC moglich. Eventuell bewirkte
eine solche positive Riickkopplung in den iPS-MSC, dass die intrazellulire TGF-f31-
Konzentration in Kombination mit der Pelletbildung und der Umstellung auf das chon-
drogene Kontrollmedium ausreichten, um eine Chondrogenese zu induzieren. Neben der
chondrogenen Induktion hat TGF-f31 auch die Eigenschaft die Osteogenese positiv zu
beeinflussen [177,178]. Dies konnte ausschlaggebend dafiir gewesen sein, dass auch mit
[3-GP eine osteogene Differenzierung induziert werden konnte.

Generierung von iPS-MSC mit 173-Estradiol

Die Microarray-Analysen lieBen ebenfalls vermutet, dass eine Optimierung der Generie-
rung von iPS-MSC durch die Zugabe von 17(3-Estradiol moglich ist. 173-Estradiol ist
ein Ostrogen, welches durch Herunterregulation von E-Cadherin eine epithelial-mesen-
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chymale-Transition induzieren kann [131,132]. Um einen moglichen Einfluss auf die
Generierung von iPS-MSC zu verifizieren, wurde wéhrend der (EB-)Differenzierung
das Medium mit 100 nM 173-Estradiol versetzt. Es stellte sich jedoch heraus, dass das
Ostrogen keine verbessernde Wirkung ausiibte. Zwar konnten einige MSC-dhnliche Zel-
len generiert werden, jedoch war die Kultur zu inhomogen und nur fiir zwei Passagen sta-
bil. Zudem war die Oberflachenpréasentation von CD105 gegeniiber den standardméfig
generierten iPS-MSC verringert. Somit konnte die Differenzierung von pluripotenten zu
mesenchymalen Stammzellen mit 17(3-Estradiol nicht verbessert werden.

Einsatz von Lentiviren fiir den Knockdown von CD24 und die Uberexpression
von CD105

In dem oben gezeigten Differenzierungsmodell (Abbildung 5.1) wird davon ausgegangen,
dass die Differenzierung von iPSC (CD24%/CD1057) zu MSC (CD24~/CD105%) iiber
cinen  CD24~/CD105 -doppelt  negativen — Ubergangszustand — verliuft — und
CD2471 /CD105"-doppelt positive Zellen ausgeschlossen sind. Durch eine Uberexpression
von CD105 (siehe unten) oder einen Knockdown von CD24 wurde iiberpriift, ob damit
die Expression des jeweils anderen Gen inhibiert bzw. induziert und die Differenzierung
beschleunigt werden kann.

Der Knockdown von CD24 wurde mittels lentiviral transduzierter shRNA durch-
gefithrt und die infizierten Zellen im Anschluss mit Puromycin selektiert. Die Infektion
erfolgte sowohl bei der EB-Methode (in der EB-Phase) als auch der ML-Methode. Es
stellte sich heraus, dass die EB-Methode nicht fiir die Virusinfektion geeignet war, da im
Anschluss keine Zellen aus den EBs herausgewachsen waren, so dass keine weitere Kul-
tivierung moglich war. Die Analysen der ML-Differenzierung zeigten schliefSlich, dass
Zellen mit MSC-édhnlicher spindelférmiger Morphologie in der Knockdown-Kultur auf-
traten. Auf mRNA-Niveau konnte zudem eine signifikante Herunterregulation von CD24
in den infizierten gegeniiber den nicht infizierten Zellen nachgewiesen werden. Die Po-
pulation, welche mit einem Kontrollvirus ohne Zielgen transduziert wurde, wies jedoch
ebenfalls eine signifikante Reduktion der CD24-Expression auf. Diese fiel nur geringfiigig
schwécher aus als die der Zellen mit CD24-Knockdown. Dies zeigte, dass scheinbar
die Virusinfektion und/oder die Puromycin-Selektion eine starke Abnahme der CD24-
Genexpression bewirkten. Zudem blieb die erhoffte CD105-Expressionssteigerung aus.
Zwar konnte in den Knockdown-Zellen eine leicht erh6hte CD105-Expression gegeniiber
den Zellen, welche mit Kontrollvirus infiziert wurden, detektiert werden, gegeniiber den
nicht infizierten Zellen war diese jedoch vermindert.

Zuséatzlich stellte die Puromycin-Selektion ein grofles Problem dar. Die infizierten
Zellen (Knockdown und Kontrolle) wurden entweder nicht vollstandig selektiert oder
es blieben keine adhédrenten transduzierten Zellen in der Kultur zuriick. Somit konnte
keine stabile MSC-dhnliche Population generiert werden. Dies kann zwei Griinde ha-
ben: Einerseits wére es moglich, dass auch die transduzierten Zellen durch den Ein-
satz von Puromycin, welches eine Zellgift ist, gestorben sind. Wahrscheinlicher ist,
dass durch den CD24-Knockdown Zellen mit einem CD24~/CD105~ doppelt negati-
ven Phénotyp entstanden sind (CD105 wurde nicht hochreguliert). Da auch bei ei-
ner reguldren ML-Differenzierung immer nur ein sehr geringer Anteil derartiger Zel-
len detektiert wurden, handelt es sich hierbei vermutlich um einen sehr instabilen
Ubergangszustand. Wihrend bei der Standardmethode inter- oder intrazellulire Signa-
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le dazu fithren, dass sich die Zellen zu einem MSC-dhnlichen Zustand weiter entwickeln
(entsprechend dem CD24~/CD105"-Phéinotyp), fehlen diese Signale moglicherweise
nach erfolgtem CD24-Knockout. Da sich die transduzierten Zellen somit nicht zu iPSC
mit einem CD24%/CD105~-Phinotyp zuriickentwickeln kénnen und der Ubergangszu-
stand vermutlich zu instabil war, folgte die Apoptose.

Kongruent mit dieser Theorie und dem postulierten Differenzierungsmodell trat bei
der lentiviral vermittelten Uberexpression von CD105 keine Apoptose ein. Nach er-
folgter Transduktion wurden in den Kulturen einige spindelférmige und MSC-&hnliche
Zellen beobachtet. Jedoch wurden diese Zellen aufgrund einer deutlich verlangsamten
Proliferation schnell von den nicht transduzierten iPSC {iberwachsen. Aus diesem Grund
wurden die infizierten Zellen in einem weiteren Experiment mittels magnetischer Zell-
sortierung separiert, wodurch eine homogene Kultur mit MSC-&hnlicher Morphologie
erzielt werden konnte. Auf mRNA-Niveau konnte zudem gezeigt werden, dass parallel
zu der Expressionssteigerung von CD105 alle Pluripotenz-assoziierten Gene herunterre-
guliert und weitere MSC-Marker heraufreguliert wurden. Dieser MSC-dhnliche Zustand
war allerdings nur fiir zwei Passagen stabil. Danach entwickelten sich die Zellen wieder
zuriick zu einer Population mit pluripotent-epithelialem Charakter. Moglicherweise wur-
de die eingebrachte Gensequenz nicht stabil in das Genom eingebaut, wodurch es mit der
Zeit von den Zellen wieder abgebaut wurde. Somit konnte die CD105-Uberexpression
nicht lange aufrecht erhalten bleiben.

Vergleichbare Experimente, in denen iPSC mit Hilfe eines Lentivirus differenziert
wurden, sind bisher nur wenige bekannt [112,179]. Wei et al. konnten beispielsweise
zeigen, dass eine direkte Chondrogenese von iPSC moglich ist, indem in diesen Zellen
TGF-B1 lentiviral tiberexprimiert wurde [179]. Bajpai et al. {iberexprimierten in ihren
iPSC hingegen ACTA2, um vaskulédre glatte Muskelzellen zu generieren [112]. Dabei
stellten sie fest, dass der Differenzierungsprozess iiber einen mesenchymalen Zustand
verlauft, in dem die Zellen eine fibroblastoide Morphologie aufweisen sowie Pluripotenz-
und MSC-Marker herunter- bzw. heraufreguliert worden sind. Kongruent mit den eige-
nen Beobachtungen konnten sie die Differenzierung der iPSC zu einem MSC-dhnlichen
Zustand zusétzlich als eine EMT identifizieren.

Insgesamt konnte mit den durchgefiihrten Experimenten gezeigt werden, dass eine
Differenzierung von pluripotenten zu mesenchymalen Stammzellen mittels lentiviraler
Uberexpression von CD105 moglich ist. AuBerdem hat sich ein direkter Zusammen-
hang zwischen den Genexpressionen von CD105 und CD24 bestétigt. Zellen, die bei-
de Gene nur geringfiigig exprimierten, waren sehr instabil und traten hochstens in
Ubergangszustanden auf. Die Expression beider Gene war hingegen nicht mdoglich, da
eine Uberexpression von CD105 gleichzeitig zu einer verminderten Expression von CD24
fithrte. Umgekehrt konnte Frau Dr. Luisa Marilena Schéck im Rahmen ihrer Doktor-
arbeit zeigen, dass eine Uberexpression von CD24 in hBMSC zu einer Reduktion von
CD105 fiihrt [141]. Wenn es gelingt, den CD249¢"n9 /CD105"“"-Expressionszustand zu
stabilisieren, wére es moglich, innerhalb von drei Wochen iPS-MSC mittels lentivira-
ler Transduktion zu generieren. Dies entspricht der Zeit, die auch fiir die EB-Methode
benotigt wurde, konnte aber aufgrund der genetischen Verdnderungen zu stabileren
iPS-MSC-Kulturen fithren. Dies muss in weiteren Experimenten geklédrt werden.

Fiir den klinischen Einsatz ist diese Differenzierungs-Variante aufgrund des Virusein-
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satzes allerdings nicht geeignet. Alternativ konnte moglicherweise eine Protein-vermit-
telte Uberexpression von CD105, wie sie auch bei der Reprogrammierung somatischer
Zellen zu iPSC eingesetzt wird, angewandt werden. Damit konnte das Risiko einer In-
sertionsmutagenese, welches bei viralvermittelten Transduktionen besteht, minimiert
und eine klinische Anwendung ermoglicht werden.
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Die durchgefithrten Experimente haben gezeigt, dass iPSC ganz allgemein als Zell-
quelle fiir mesodermale Zelltypen sowie zur Generierung von MSC geeignet sind. Ei-
ne gleichbleibende Qualitat der pluripotenten Stammzellen, die in diesem Zusammen-
hang héufig vorausgesetzt wird, konnte allerdings nicht bestétigt werden. Die qRT-
PCR- und FCM-Analysen zeigten eine eindeutige Abhéngigkeit von Ursprungsgewebe,
Passagenzahl/Alter und Kulturbedingungen auf molekularer sowie auf Protein-Ebene.
Ein zusétzlicher Einfluss der Reprogrammierungsmethode wére ebenfalls denkbar. Al-
le iPSC, die fiir die vorliegende Arbeit verwendet wurden, wurden durch lentivirale
Transduktion der Thomson-Faktoren (OCT4, SOX2, NANOG, LIN28) generiert. Durch
vergleichende iPSC-Generierungen z.B. mittels retroviraler, adenoviraler sowie Protein-
vermittelter Induktion ausgehend von derselben somatischen Zellpopulation kénnte
diese Vermutung iiberpriift werden. Moglicherweise veréndert sich dadurch nicht nur
der Phéanotyp der jeweiligen iPSC-Population, sondern auch ihr Differenzierungsverhal-
ten. Eventuell konnte dadurch zusétzlich eine Reprogrammierungsmethode ausfindig
gemacht werden, die die reprogrammierten iPSC besonders empfanglich fiir eine mesen-
chymale Induktion macht und somit eine Generierung von iPS-MSC erleichtert. Bei der
Generierung von iPS-MSC konnte zumindest gezeigt werden, dass das Ursprungsgewebe
der iPSC einen Einfluss auf die entsprechende Differenzierung zu MSC hat. So konn-
ten beispielsweise ausgehend von iPSC, die aus Vorhaut-Fibroblasten generiert wurden,
keine stabile MSC-dhnliche Population erzeugt werden. Vielmehr wurde eine spontane
Differenzierung zu kontrahierenden (Herzmuskel-)Zellen beobachtet. Dies trat bei der
Verwendung von iPSC aus Zellen des Nabelschnurblutes oder aus hdmatopoetischen
Stammzellen nicht auf.

Generell kann induzierten pluripotenten Stammzellen das Potential, zu mesenchyma-
len Stammzellen zu differenzieren, zugesprochen werden. Allerdings waren nur 22 % der
ML-Differenzierungen sowie 83 % der EB-Differenzierungen erfolgreich. Dieses Ergeb-
nis hat gezeigt, dass die EB-Methode generell besser geeignet ist als die ML-Methode,
zumal erstere homogenere Kulturen erzeugte und im Schnitt 19 Tage schneller ver-
lief als letztere (EB: ca. 21 Tage, ML: ca. 40 Tage). Zusétzlich war die EB-Methode
kostengiinstiger, da kein teurer ROCK-Inhibitor eingesetzt werden musste. Besonders
im Hinblick auf eine klinische Anwendung ist dies von grofier Bedeutung. Als nachteilig
stellte sich jedoch bei beiden Methoden heraus, dass die generierten iPS-MSC-Kulturen
meist nur wenige Passagen stabil blieben. Die Zellen verdnderten sich morphologisch mit
zunehmender Passage bis hdufig keine MSC-&hnlichen Zellen mehr vorhanden waren.

Eine Optimierung des Differenzierungsprozesses ist demnach unerlésslich. Mit Hil-
fe verschiedener Modifizierungen wurden erste Experimente in diese Richtung durch-
gefithrt. Im Rahmen der eigenen Experimente konnte schliefilich gezeigt werden, dass
TGF-B1 sowie die Uberexpression von CD105 eine Optimierung des Differenzierungs-
prozesses darstellen konnen. Der Einsatz von TGF-31 bietet sich an, wenn die iPS-MSC-
Kultur weiter zu mesodermalen Zellen differenziert werden sollen, da sie im Vergleich
zu iPS-MSC, die ohne TGF-31 generiert wurden, eine gesteigerte Differenzierungskapa-
zitat aufwiesen. Zudem blieb die MSC-&dhnliche Kultur mindestens fiinf Passagen langer
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stabil als die parallel generierte Population ohne TGF-f31-Zugabe. Eine dauerhaft sta-
bile Kultur konnte allerdings auch hierbei nicht generiert werden.

Neben TGF-bl bietet die Uberexpression von CD105 ebenfalls ein grofes Optimie-
rungspotential. Es konnte nachgewiesen werden, dass ein direkter Zusammenhang zwi-
schen der Expression von CD105 und CD24, und somit auch zwischen einem mesen-
chymalen (CD24~/CD105%) und pluripotenten (CD24"/CD105~) Phénotyp besteht.
Dies hatte zur Folge, dass durch erfolgreiche Uberexpression von CD105 CD24 her-
unterreguliert wurde. Damit einhergehend nahmen die mesenchymalen Eigenschaften
(Genexpression, Oberflichenantigene und Morphologie) immer mehr zu. Auch bei die-
ser modifizierten Differenzierung von iPSC zu MSC bedarf es weiterer Forschungen. In
den durchgefithrten Experimenten konnte eine Uberexpression von CD105 nur fiir et-
wa zwei Passagen aufrecht erhalten werden. Wenn es gelingt, einen derartigen Zustand
dauerhaft zu generieren, wire es erstmals moglich, durch genetische Manipulation ei-
ne mesenchymale Differenzierung von pluripotenten Stammzellen zu erreichen. Zudem
sollte eine Virus-freie Alternative, z.B. durch Protein-vermittelte Induktion, angestrebt
werden, um einen klinischen Einsatz dieser iPS-MSC potentiell zu erméglichen.

Trotz der vielversprechenden Ergebnissen wird die Hauptaufgabe fiir weitere For-
schungen wird nach wie vor sein, die Differenzierungsmethoden sowie die Kulturbe-
dingungen weiter zu optimieren, so dass homogenere und stabilere iPS-MSC-Kulturen
generiert werden konnen. Eine Moglichkeit scheint die Differenzierung und Kultivie-
rung von iPSC zu MSC unter Hypoxie, das heifit bei verminderter Sauerstoffzufuhr
(5 % Og), zu sein. Ein Einfluss der Sauerstoffkonzentration lie8 sich aufgrund der besse-
ren Differenzierung mittels EB-Methode vermuten, da im Inneren der Embryoid Bodies
hypoxische Bedingungen vorherrschen [149]. Erste wissenschaftliche Ergebnisse in die-
sem Bereich haben gezeigt, dass durch hypoxische Bedingungen eine EMT induziert
bzw. in vitro-Differenzierungen geférdert werden kénnen [150-153,180]. Eine Hypoxie-
Differenzierung stellt aber nicht nur ein grofies Optimierungspotential fiir die Generie-
rung der iPS-MSC dar, sondern auch fiir deren Kultivierung. Es konnte gezeigt werden,
dass Stammzellen bei einer verminderten Sauerstoffzufuhr (ca. 5 % O,) linger im un-
differenzierten Zustand kultiviert werden konnen als unter normoxischen Bedingungen
(21 % Og) [157,158]. Daher sollte in weiterfithrenden Experimenten geklart werden, ob
eine Generierung und Kultivierung von iPS-MSC-Kulturen unter Hypoxie zu homoge-
neren und vor allem stabileren iPS-MSC-Kulturen fithren wiirde.

Unerlésslich fiir weitere Optimierungsmoglichkeiten wird eine tiefgreifende Analy-
se des Uberganges vom pluripotenten zum mesenchymalen Zustand sein. Anhand der
eigenen Ergebnisse konnte ein Differenzierungsmodell postuliert werden. Der genaue
Prozess ist allerdings noch nicht bekannt und bietet viel Spielraum fiir weitere For-
schungsansétze. Beispielsweise sollte analysiert werden, was fiir Zellen entstehen, wenn
die Differenzierung missgliickt oder die iPS-MSC nach einigen Passagen weiterdifferen-
zieren. Eine Riickentwicklung zu pluripotenten Zellen konnte aufgrund fehlender cha-
rakteristischer Genexpressionswerte und Oberflichenproteinen ausgeschlossen werden.
Viel wahrscheinlicher wire eine Entwicklung zu ausdifferenzierten Gewebezellen des
Mesenchyms, da typische mesenchymale Markergene wie CD105, CD146, CD44, CD73
weiterhin exprimiert und die Proteine auf der Zelloberflache prasentiert wurden. Dafiir
wiirde es sich anbieten, die entstandenen Zellen mit verschiedenen Gewebezellen zu ver-
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gleichen. Die Erkenntnisse aus umfangreichen Analysen des Differenzierungsprozesses
konnten eventuell auch neue Moglichkeiten aufdecken, wie die Differenzierung durch
einen Eingriff von auflen beeinflusst werden kann. Mé&glicherweise kann die Generie-
rung von iPS-MSC somit weiter optimiert und hoffentlich unter geringem Zeitaufwand
eine langzeitstabile Kultur erzeugt werden. Wenn dies erreicht ist, wird der Einsatz
von — vor allem autologen — iPS-MSC als Alternative zu adulten MSC in der Regene-
rativen Medizin vermutlich noch deutlich interessanter werden.
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Anhang

A Verwendete Gerate, Materialien und Chemikalien

A.1 Gerate

Tabelle A.1: Liste der verwendeten Geréte.

Gerit Hersteller, Ort

Analysenwaage Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
COs-Inkubator Binder, Tuttlingen, Deutschland
COs-Inkubator Heraeus, Hanau, Deutschland

Durchflusszytometer FACS Canto BD Biosciences, Franklin Lakes, USA
IT

Elektroporationssystem Gene Bio-Rad Laboratories, Miinchen,
Pulser Xcell Deutschland

Entwicklermaschine CAWOMAT CAWO, Schrobenhausen, Deutschland
20001IR

Feinwaage Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Fluoreszenzmikroskop BZ-9000 Keyence, Osaka, Japan

Geldokumentation Intas, Gottingen, Deutschland

Heiz-Thermomixer MHR 23 Ditabis, Pforzheim, Deutschland

Horizontales Gelelektrophorese- BRL, Gaithersburg, USA

System

Inkubationsschiittler Certomat Sartorius Stedim Biotech GmbH, Gottingen,

BS-1 Deutschland

Kryostat CM 3050 S Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland

Laboklav 160V-FA SHP Steriltechnik AG, Detzel Schloss,
Deutschland

Laboklav 25M SHP Steriltechnik AG, Detzel Schloss,
Deutschland

Laboklav 8OMSLV SHP Steriltechnik AG, Detzel Schloss,
Deutschland

MACS Seperator Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Magnetrithrer RCT Basic IKA-Werke, Staufen, Deutschland
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Anhang

Tabelle A.1 Fortsetzung: Liste der verwendeten Gerite.

Geréat

Hersteller, Ort

Mikroskop CKX41 mit
Fluoreszenz-Kondensor CKX-RFA
und Kamerasystem XC30

Mikrotiterplattenphotometer
Synergy I

Mikrowelle

pH-Meter

Photometer Genesys 10 Bio

Power Supply EV202

Quecksilberlampe U-RFLT50

Real Time PCR System Step One
Plus

Rontgenkassette

Semi Dry Blotter ohne Kiihlung
Fastblot B44

Schiittler SD 5
Sterilwerkbank
Sterilwerkbank (Mikrobiologie)

Thermocycler TProfessional Basic
Transferpette

Trockenschrank
Ultratiefkiihlschrank -80 °C
Ultratiefkiihltruhe -152 °C
UV-Kiivette aus Quarzglas
Vortex Mixer VTX-3000 L
Wasserbad

Zahlkammer Fuchs Rosenthal
Zentrifuge Heraeus Biofuge Pico 17

Zentrifuge Heraeus Biofuge Pico 21

Zentrifuge Heraeus Fresco 21

Olympus, Tokio, Japan

BioTek Instruments, Bad Friedrichshall,
Deutschland

Sharp, Hamburg, Deutschland
Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Schwerte,
Deutschland

PEQLAB Biotechnologie, Erlangen,
Deutschland

Olympus, Tokio, Japan
Applied Biosystems, Kalifornien, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Omnilab, Bremen, Deutschland

Labortechnik Frobel, Lindau, Deutschland
BDK, Sonnenbiihl-Genkingen, Deutschland

Thermo Scientific, Langenselbold,
Deutschland

Biometra, Gottingen, Deutschland
Brand, Wertheim, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
SANYO Electric, Moriguchi, Japan
SANYO Electric, Moriguchi, Japan
Hellma, Miihlheim, Deutschland
Kefo, Ljubljana, Slowakei

P-D Industriegesellschaft, Dresden,
Deutschland

Brand, Wertheim, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Schwerte,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Schwerte,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Schwerte,
Deutschland
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Tabelle A.1 Fortsetzung: Liste der verwendeten Gerite.

Gerit

Hersteller, Ort

Zentrifuge Heraeus Megafuge 16 R

Zentrifuge Heraeus Multifuge 3
Plus SR (X3R)

Thermo Fisher Scientific, Schwerte,
Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Schwerte,
Deutschland

A.2 Verwendete Materialien und Chemikalien

Verbrauchsmaterial

Tabelle A.2: Liste der Verbrauchsmaterialien.

Material

Hersteller, Ort

CompBeads Plus fiir Kompensation
Deckgléschen

FACS-Rohrchen, 5 mL mit
Rundboden

Farbekiivette

Filteraufsatz Millex-GP 0,22 pum
Filteraufsatz Minisart 0,45 um
Folien Optical Adhesive Covers
(aRT)

Hyperfilm ECL

Lochplatte 6/12/24 /48 /96-Loch

Lochplatte 96-Loch U-Form

MicroAmp™ Fast Optical 96-Well
Reaction Plate

MicroAmp™Optical Adhesive Film
Mikroreaktionsgefal 1,5/2 mL

Objekttriager Super Frost Ultra
Plus

Parafilm

Pasteurpipetten

PCR Multiply-uStrip Pro 8er Kette
PCR-Gefifle 0,2 mL

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

VWR International, Darmstadt, Deutschland

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland

Sartorius, Gottingen, Deutschland
Life Technologies, Carlsbad, USA

GE Healthcare, Chalfont St Giles, UK

Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Life Technologies, Carlsbad, USA

Life Technologies, Carlsbad, USA
Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
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Tabelle A.2 Fortsetzung: Liste der Verbrauchsmaterialien.

Material

Hersteller, Ort

Petrischalen 143 cm?

Petrischalen fiir Suspensionskultur
8 cm?

Pipetten Plastik 5/10/25 ml

Pipettenspitzen 10/200/1000/1250
uL

Pipettenspitzen Filtertip
10/200/1000 pL

PVDF-Membran (Immobilon P)
Spritze 20 mL

UV-Kiivette aus Quarzglas
Whatman Papier 3 mm

Zellkulturflasche 25/75/175 cm?

Zellkulturflasche 300 cm?
Zellsieb 100 um
Zentrifugenrohrchen 15/50 mL

Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen,
Deutschland
Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen,
Deutschland
Starlab, Hamburg, Deutschland

Starlab, Hamburg, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Hellma, Miihlheim, Deutschland
Omnilab, Bremen, Deutschland

Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Biochrom, Berlin, Deutschland
BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Kits und Chemikalien

Tabelle A.3: Liste der verwendeten Kits.

Bezeichnung

Hersteller, Ort

GeneJET Gel Extraction Kit

JETSTAR Plasmid Purification Kit
2.0 Maxi

RevertAid First Strand
cDNA-Synthesis Kit

CompBeads Set

life technologies, Carlsbad, USA
Genomed, Lohne, Deutschland

life technologies, Carlsbad, USA

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA
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Tabelle A.4: Liste der verwendeten Chemikalien, Medien und deren Zusitze.

Bezeichnung

Hersteller,Ort

[3-Glycerophosphat-Pentahydrat
1-Brom-3-chlorpropan
2-Mercaptoethanol (50 mM, fiir
Zellkultur)

2-Mercaptoethanol (fiir
mRNA-Aufreinigung)

2-Propanol
Acrylamid/Bisacrylamid
Agarose

Alcianblau 8 GX
Alizarinrot S
Ammoniumperoxodidsulfat (APS)
Amphotericin B
Ampicillin
Ascorbat-2-Phosphat
bFGF, human

Biocoll

BODIPY 493/503
Bovines Serum Albumin
Bromphenolblau
Calciumchlorid-Dihydrat
DAPI
dATP/dCTP/dGTP/ANTP/dTTP
Dexamethason
Dimethylsulfoxid
Dithiotreitol (DTT)
DMEM high glucose
DMEM low glucose
DNA Stain Clear G
Doxycyclin-Hydrochlorid
EDTA-Na, - 2 H,O
EGF, human

Essigsdure konzentriert
Ethanol p.a. abs.
Ethidiumbromid

Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
life technologies, Carlsbad, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Peprotech, Hamburg, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
life technologies, Carlsbad, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
GE Healthcare, Miinchen, Deutschland
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
SERVA, Heidelberg, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Peprotech, Hamburg, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Anhang

Tabelle A.4 Fortsetzung: Liste der verwendeten Chemikalien, Medien und deren Zusétze.

Bezeichnung

Hersteller, Ort

FCS Hyclone

Ficoll-400
Gelatine Typ B
Gentamycin
Glucose
Glycerin
Glycin p.a.
HEPES (1 M)

IBMX
(3-Isobutyl-1-methylxanthine)

Igepal CA-630
Indomethacin

Insulin, human (10 mg/mL)
ITS + Supplements
Kaliumchlorid

KH,PO,

KnockOut' " DMEM
KnockOut' " Serum Replacement
LB Agar

LB Medium

L-Glutamin

MatrigelTM

Methanol p.a.

NasHPO4 - 2 H50O
NayHoPO7 - 10 HoO
Natriumacetat
Natriumbutyrat
Natriumchlorid

Natriumdihydrogenphosphat-
Monophosphat

Natriumfluorid
Natriumhydroxid
Natriumpyruvat
Nicht-essentielle Aminosauren

(100x)

Thermo Fisher Scientific, Schwerte,
Deutschland

Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Biochrom, Berlin, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, USA

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

life technologies, Carlsbad, USA

life technologies, Carlsbad, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
life technologies, Carlsbad, USA
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Tabelle A.4 Fortsetzung: Liste der verwendeten Chemikalien, Medien und deren Zusétze.

Bezeichnung Hersteller, Ort
Oil Red O Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Orange G Roth, Karlsruhe, Deutschland

para-Formaldehyd

PBS

PDGF-AB, human
Penicillin/Streptomycin
Poly-L-Lysin

Polybrene

Prolin

Puromycin

Random Hexamer Primer

Ribolock Rnase Inhibitor
ROCK-Inhibitor

Safranin O
Salzsiure (37 %)
SDS ultra pure
Silbernitrat
SOB Medium

Taq Man Fast Advanced Master

Mix

Taq Man Probes
TEMED
TGF-f31
TGF-33

Tissue-Tek O.C.T. Einbettmedium

fiir Kryoschnitte

TriReagent RNA Solution (Trizol)

TRIS-Base
Trypsin/EDTA (10x)
Tween-20

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Peprotech, Hamburg, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland

PAA Laboratories, Les Mureaux, Frankreich

Thermo Fisher Scientific, Schwerte,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Schwerte,
Deutschland

synthetisiert an der Leibniz Universitét
Hannover

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
life technologies, Carlsbad, USA

life technologies, Carlsbad, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Peprotech, Hamburg, Deutschland
Peprotech, Hamburg, Deutschland

Sakura Finetek, Alphen aan den Rijn,
Niederlande

Ambion, Austin, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Antikorper

Alle Antikorper und Isotypkontrollen, die fiir FCM und FACS verwendet und bei Bio-
legend bezogen wurden, lagen als Phosphat-gepufferte Losungen (pH = 7,2) vor. Diese

enthielten 0,09 % Natriumazid und 0,2 % (w/v) BSA.

Tabelle A.5: Liste der fiir FCM und FACS verwendeten Antikorper. Alle Antikorper sind gegen
humanes Gewebe gerichtet und stammen bis auf SSEA-3 aus der Wirtsspezies Maus, der SSEA-3-

Antikorper stammt aus der Wirtsspezies Ratte.

Antigen Konjugat Isotyp Klon Hersteller, Ort
anti-Maus Alexa 488  k.A. k.A. Life Technologies, Carlsbad,
USA

CD13 APC-Cy7 IgGlk  WMI5 Biolegend, San Diego, USA
CDh14 APC [gG2a k  M5E2 Biolegend, San Diego, USA
CD24 FITC [gG2a k  ML5 Biolegend, San Diego, USA
CD34 PE-Cy7 I[gGl k581 Biolegend, San Diego, USA
CD44 FITC IgGl k  BJI8 Biolegend, San Diego, USA
CD45 APC-Cy7 IgGl k  HI130 Biolegend, San Diego, USA
CD56 PE-Cy7 IgG2a k  MEM-188 Biolegend, San Diego, USA
CD73 APC IgGl k  AD2 Biolegend, San Diego, USA
CD90 PerCP 5.5 IgGl k 5E 07 Biolegend, San Diego, USA
CD105 PE IgGl k  43A3 Biolegend, San Diego, USA
CD106 APC IgGl x  STA Biolegend, San Diego, USA
CD146 PE-Cy7 [gG2a k  SHM-57 Biolegend, San Diego, USA
CD271 PerCP 5.5 1IgGl k ME20.4 Biolegend, San Diego, USA
HLA-DR PE IgG2b k  LN3 Biolegend, San Diego, USA
SSEA-3 Alexa 647 IgM MC-631 Biolegend, San Diego, USA
SSEA-4 FITC I[gG3 k  MC-813-70  Biolegend, San Diego, USA
SSEA-5 - IgG3 k  17-206 Abcam, Cambridge, England
SSEA-5 FITC IgGl k  8ell Biolegend, San Diego, USA
TRA-1-60 R Alexa 647 IgM « TRA-1-60-R  Biolegend, San Diego, USA
TRA-1-81 Alexa 647  IgM « TRA-1-81 Biolegend, San Diego, USA

Tabelle A.6: Liste der fiir FCM verwendeten Isotypkontroll-Antikorper.

Isotyp Konjugat Klon Hersteller, Ort

[gG1 « APC MOPC-21  Biolegend, San Diego, USA
IgG2a, k APC MOPC-173 Biolegend, San Diego, USA
I[gM k Alexa 647 MM-30 Biolegend, San Diego, USA
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Tabelle A.6 Fortsetzung:Liste der fiir FCM verwendeten Isotypkontroll-Antikorper.

Isotyp  Konjugat Klon

Hersteller, Ort

IgGl k.  APC-Cy7 MOPC-21  Biolegend, San Diego, USA

I[gG1 k FITC MOPC-21  Biolegend, San Diego, USA
I[gG2a, k  FITC MOPC-173 Biolegend, San Diego, USA
[gG3 k FITC MG3-35 Biolegend, San Diego, USA
[gG1 k PE MOPC-21  Biolegend, San Diego, USA
IgG2b, k PE MPC-11 Biolegend, San Diego, USA
IgG1 « PE-Cy7 MOPC-21  Biolegend, San Diego, USA
I[gG2a k  PE-Cy7 MOPC-173 Biolegend, San Diego, USA

[gG1 k PerCP Cy5.5 MOPC-21  Biolegend, San Diego, USA

Tabelle A.7: Liste der fiir Western Blot verwendeten priméren und sekundéren Antikorper.

Antigen Spezies Klon Verwendung Hersteller, Ort

anti-HA Kaninchen Y-11 primérer Santa Cruz Biotechnology,
Antikorper Dallas, USA
1:5.000
anti- Ziege keine sekundérer Jackson ImmunoResearch
Kaninchen Angabe  Antikorper Laboratories, Inc., West
1:10.000 Grove, USA
Enzyme

Tabelle A.8: Liste der verwendeten Enzyme.

Enzym Hersteller, Ort

Bam H I New England BioLabs, Inc., Ipswich, USA
DNase I New England BioLabs, Inc., Ipswich, USA
Go Taq Flexi DNA Promega GmbH, Madison, USA
Polymerase

Pfu Ultra Polymerase

RevertAid Reverse
Transkriptase

Sal I
Shrimp Alkaline Phosphatase
T4-DNA-Ligase

Agilent Technologies, Santa Clara, USA
Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland

New England BioLabs, Inc., Ipswich, USA
Affymetrix, Santa Clara, USA
Promega GmbH, Madison, USA
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Primer fiir die Polymerase Kettenreaktion (RT- und qRT-PCR)

Tabelle A.9: Liste der verwendeten Primer fiir die semiquantitative RT-PCR, inklusive Sequenzlénge
in Basenpaaren (bp) des zu amplifizierenden Gens. Alle wurden bei Sigma Aldrich (St. Louis, USA)

bestellt.

Genname Primer-Sequenz (5’ — 3°) Léange
Vorwiirts Riickwérts [bp]
Aggrecan ccactcccacggettet agttctcaaattgecatgggetgtec 528,642
ALPL ctggacctegttgacacctg gacattctctegttcacege 546
BGLAP, cteetegeectattggee ccaactcgtcacagteegg 235
Ostecalcin
BMP-4 acctgagacggggaagaaaa ttaaagaggaaacgaaaagea 348
Cbfa-1, Runx2  taccagaccgagaccaacagag caccaccgggtcacgtege 228
CD24 acctgtttccattcaacaagagecac tectgagatcgeaccactgeac 164
CD73, NT5E caccaaggttcagcagatcege gttcatcaatgggegaccgg 1007
CD73, NT5E attgcaaagtggttcaaagtca acacttggccagtaaaataggg 123
CD105 cttggectacaattccagee cttgaggtgtgtetggeage 542
CD146, MCAM gtgttgaatctgtcttgtgaa atgcctcagatcgatg 600
CDH1, tgggctggaccgagagagtt atctccagecagttggeagt 612
E-Cadherin
Kollagen 1-A1 atccagctgaccttectgeg tcgaagecgaattectggtet 323
FABP4 gtacctggaaacttgtctee gttccaatgegaacttcagtee 418
HIF-1x cagaagatacaagtagcctc ctgctggaatactgtaactg 674
HPRT gegtcaggcagtataatccaaaga — aggctcatagtgcaaataaacagt 404
IBSP aatgaaaacgaagaaagcgaa atcatagccatcgtagecttg 450
Leptin getgtgeccatccaaaaagt actgccagtgtctggtecat 182
LIN28A ttgaggagcaggcagagtge tgcatttggacagagcatgg 162
LPL aaagccctgetegtgetgac taaaccgggccacatcctgt 406
NANOG ggacactggcetgaatecttee ctegetgattaggetcecaace 143
POU5F1, tcccatgeattcaaactgagg cetttgtgtteccaattecttee 148
0CT4
PPAR~y gaatgtcgtgtctgtggaga tgaggagagttacttggteg 628
SOX2 atggagaaaaccggtacgce tttgegtgagtgtgeateg 110
SPP1, ccaagtaagtccaacgaaag ggtgatgtectegtetgta 348
Osteopontin
TGF-p1 tectgettetcatggeca cctcagetgeacttgeag 405
TGF-33 cataaattcgacatgatccagggg gccatggtcatecteattgteccac 465
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Tabelle A.10: Liste der verwendeten Primer fiir die quantitative RT-PCR. Die TaqgMan® Gene
Expression Assays wurden alle bei Applied Biosystems/Life Technologies (Carlsbad, USA) bestellt.

Genname Bestellnummer
18S rRNA Hs99999901 s1
ACAN Hs00153936_m1
ALPL Hs00758162_m1
BGLAP, Osteocalcin Hs01587814 g1
BMP2 Hs00154192_m1
CD4 Hs00181217_m1
CD24 Hs02379687_s1
CD31, PECAM1 Hs00169777_m1
CD34 Hs00990732_m1
CD44 Hs01075861_m1
CD56, NCAM1 Hs00941821_m1
CD73, NT5E Hs00159686_m1
CD90 Hs00174816_m1
CD105, ENG Hs00923996_m1
CD106, VCAM1 Hs01003372_m1
CD146 Hs00174838_m1
CD271, NGFR Hs00609977_m1
CDH1, E-Cadherin Hs01023894 _m1
COL1xl Hs00164004_m1

COL2xl (kiirzere Variante 11B)
FABP4

HIF-1x

IBSP

LIN28A

NANOG

POUSF1, Oct-4
PPAR-y

RUNX2

SOX2

SOX9

SPP1, Osteopontin
TGF-B3

Hs01064869_-m1
Hs00609791_m1
Hs00153153_m1
Hs00173720_m1
Hs00702808_s1
Hs04260366_g1
Hs04195369_s1 , Hs04260367_gH
Hs01115513_m1
Hs00231692_m1
Hs01053049_s1
Hs00165814_m1
Hs00959010_m1
Hs01086000_m1
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A.3 Medien, Puffer und Lésungen

Tabelle A.11: Zusammensetzung der Zellkultur-Medien.

Medium Zusammensetzung Anteil/
Konzentration

MSC- DMEM Low Glucose

Wachstumsmedium FCS Hyclone 10 % [v/v]

(MSC-GM) HEPES 25 mM
Penicillin 100 U/mL
Streptomycin 100 pg/mL
bFGF 2 ng/mL

iPS-MSC-Medium KnockOut " DMEM
KnockOut " Serum 10 % [v/v]
Replacement
Penicillin 100 U/mL
Streptomycin 100 pg/mL
L-Glutamin 2 mM
Nicht essentielle Aminoséuren 1 % [v/v]
2-Mercaptoethanol 0,1 mM
bFGF 10 ng/mL
PDGF-AB 10 ng/mL
EGF 10 ng/mL

Kontrollmedium DMEM Low Glucose

(Adipogenese, FCS Hyclone 10 % [v/v]

Osteogenese) HEPES 25 mM
Penicillin 100 U/mL
Streptomycin 100 pg/mL

Osteogenes Differen- DMEM Low Glucose

zierungsmedium FCS Hyclone 10 % [v/v]
HEPES 20 mM
Penicillin 100 U/mL
Streptomycin 100 pg/mL
Dexamethason 0,1 uM
Ascorbat-2-Phosphat 50 uM
3-GP oder 10 mM oder
NaHQPO4 3 mM
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Tabelle A.11 Fortsetzung: Zusammensetzung der Zellkultur-Medien.

Medium Zutat Anteil/
Konzentration

Adipogenes Differen- DMEM High Glucose

zierungsmedium FCS Hyclone 20 % [v/v]
HEPES 20 mM
Penicillin 100 U/mL
Streptomycin 100 pg/mL
Dexamethason 1 uM
IBMX 0,5 mM
Indomethacin 60 uM
Insulin (human) 10 pg/mL

Chondrogenes DMEM High Glucose

Grundmedium (ICIM) HEPES 20 mM
Penicillin 100 U/mL
Streptomycin 100 pg/mL

Chondrogenes ICIM

Kontrollmedium Dexamethason 0,1 uM

(ICIM+) ITS 4+ Supplements 1% [v/v]
Ascorbat-2-Phosphat 170 uM
Natrium-Pyruvat 1 mM
Prolin 350 uM

Chondrogenes ICIM+

Differen- TGF-B3 10 ng/mL

zierungsmedium

Medium fiir DMEM ohne L-Glutamin

HEK-Zellen FCS 10 % [v/v]
Penicillin 100 U/mL
Streptomycin 100 pg/mL
L-Glutamin 2 mM

Tabelle A.12: Zusammensetzung verwendeter Puffer und Losungen.

Puffer /Losung

Zusammensetzung

Blotpuffer 10x

Blotpuffer 1x

60,57 g TRIS-Base
288,27 Glycin

in 2 L demineralisiertem Wasser losen

100 mL 10x-Blotpuffer
200 mL Methanol

700 mL demineralisiertes Wasser
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Tabelle A.12 Fortsetzung: Zusammensetzung verwendeter Puffer und Losungen.

Puffer /Losung

Zusammensetzung

BODIPY-Stamml6sung

(10 mM)
ColP-Puffer

DAPI-Stamml6sung (2
mM)
ANTP-Mix (10 mM)

EDTA-L6sung (0,2 M,
pH=7.,5)

EDTA-L6sung (0,5 M,
pH=7.,5)

Lower Gel Puffer 4x

NaH,PO,-Lésung (0,5
M, pH=7,5)

Natriumacetat-Losung
(3 M, pH=5,7)

Orange G-Losung 10x

PBS 10x

10 mg BODIPY-Pulver 3.815 uL. DMSO

37,5 mL NaCl-Losung (1 M)

5,0 mL TRIS-Lésung (1 M, pH=7.5)
2,5 mL EDTA-Loésung (0,2 M, pH=7.5)
2,5 g Igepal CA-630

0,5249 g NaF

0,1115 g NayP>,0O; - 10 H,O

555 pg 1 mL demineralisiertes Wasser

jeweils 40 uL. dATP, dCTP, dGTP und dTTP

240 pL. demineralisiertes Wasser

74,448 ¢ EDTA-Nay - 2 HyO

in 1 L demineralisiertem Wasser 16sen und pH-Wert
auf 7,5 einstellen (ca. 20 mL NaOH (10 M))

186,12 ¢ EDTA-Nay - 2 H,O

in 1 L demineralisiertem Wasser l6sen und pH-Wert
auf 7,5 einstellen

90,86 g TRIS Base

in 400 mL demineralisiertem Wasser 16sen und
pH-Wert auf 8,8 einstellen (ca. 17 mL HCI (37 %))
mit demineralisiertem Wasser auf ein
Gesamtvolumen 480 mL auffiillen

dann 20 mL 10 %ige [w/v] SDS-Lésung zugeben
34,50 ¢ NaH,PO4 - H,O

in 500 mL demineralisiertem Wasser 16sen und
pH-Wert auf etwa 7,5 einstellen

24,61 g Natriumacetat
in 100 mL demineralisiertem Wasser 16sen und
pH-Wert auf 5,7 einstellen

10 g Ficoll-400

50 mg Orange G

in 50 mL TE-Puffer 16sen (erwdrmen auf ca. 60 °C)
160,00 g NaCl

35,60 g NaH,PO4 - 2 HyO

5,44 ¢ KHy,PO,

4,00 g KC1

in 2 L demineralisiertem Wasser 16sen und pH-Wert
auf 7,0 - 7,4 einstellen
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Tabelle A.12 Fortsetzung: Zusammensetzung verwendeter Puffer und Losungen.

Puffer /Losung Zusammensetzung
SDS-Probenpuffer 4 x 12,905 mL Upper Gel Puffer
2,580 g SDS

0,894 g Dithiothreitol
unter erwérmen (50 - 60 °C) lésen
35 mL Glycerin mit wenigen Kérnchen
Bromphenolblau vermengen und mit der wéssrigen
Losung mischen

TAE-Puffer 25x 121 g TRIS-Base
50 mL EDTA-Losung (0,5 M)
in 800 mL demineralisiertem Wasser 16sen, pH-Wert
auf 8,0 einstellen (ca. 40 mL Eisessig) und auf 1 L
Gesamtvolumen auffiillen

TAE-Puffer 1x 40 mL 25x TAE-Puffer
mit demineralisiertem Wasser auf 1 L auffiillen
TE-Puffer 5 mL TRIS-HCI (1 M)

250 uL. EDTA (0,2 M)
in 500 mL demineralisiertem Wasser 16sen
TRIS-HCI1 (1 M, 121,14 g TRIS-Base
pH=7.,5) in 800 mLL demineralisiertem Wasser 16sen, pH-Wert
auf 7,4 einstellen (ca. 18 mL HCI (37 %)) und auf 1
L Gesamtvolumen auffiillen

TBS 10x 30,29 g TRIS-Base
87,66 g NaCl
1,49 g KCI
in 800 mL demineralisiertem Wasser 16sen, pH-Wert
auf 7,5 einstellen (ca. 70 mL HCI (37 %)) und auf 1
L Gesamtvolumen auffiillen

TTBS 0,1 % 200 mL 10x TBS
2 g Tween-20
mit demineralisiertem Wasser auf 2 L
Gesamtvolumen auffiillen

Upper Gel Puffer 30,285 g TRIS-Base
in 350 mL demineralisiertem Wasser l6sen, pH-Wert
auf 6,7 einstellen (ca. 19 mL HCI (37 %)) und auf
480 mL Gesamtvolumen auffiillen
dann 20 mL 10 %ige [w/v] SDS-Losung
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Anhang

B Hinweise zur Darstellung von qRT-Daten als Boxplot

In dieser Arbeit wird ein Teil der Genexpressionsdaten, die mittels qRT-PCR gewonnen
wurden, als Boxplot-Diagramm dargestellt. Diese dienen der statistischen Darstellung
von Messwerten. Eine schematische Darstellung ist in Abbildung B.1 gezeigt und wird
an dieser Stelle kurz erlautert.

¢ Datenpunkte Maximalwert

-|.<—.— oberer Whisker (95 %)
. —— oberes Quartil (75 %)

“~~Median (50 %)
. Mittelwert

«—unteres Quartil (25 %)
+<———unterer Whisker (5 %)
\Minimalwert

Abbildung B.1: Schematische Darstellung eines Boxplot-Diagramms zur statistischen Auswertung.
Die in Klammern angegebenen prozentualen Anteile geben an, wie viele Messwerte unterhalb dieses
Grenzwertes liegen.

Die grofie ,Box“ in der Mitte stellt den Messwertebereich dar, in dem die mittleren
50 % aller Werte liegen. Dieser wird durch das untere und das obere Quartil begrenzt.
Erstere gibt die Grenze an, unter der 25 % der Messwerte liegen. Unterhalb des oberen
Quartils liegen entsprechend 75 % der Werte. Die Hohe der Box entspricht dem Maf
der Streuung. Je grofer sie ist, um so stérker streuen die Messwerte. Zwischen oberem
und unterem Quartil ist der Median als durchgehende Linie in der Box dargestellt.
Diese Linie gibt an, dass 50 % der Datenpunkte dariiber und darunter liegen. Je nach
Lage des Medians kann direkt abgeschétzt werden, ob die einzelnen Werte gleichméfig
verteilt (Median verlauft mittig durch die Box) oder zu hohen oder tiefen Werten hin
verschoben sind. Bei extrem verschobenen Verteilungen und besonders bei wenigen Da-
tenpunkten, kann es sein, dass kein Median angezeigt wird, da dieser mit dem oberen
oder unteren Quartil zusammentféllt. Innerhalb der Box ist zusétzlich ein kleines Qua-
drat dargestellt, welches den Mittelwert anzeigt. Unterer und oberer Whisker geben
ahnlich den Quartilen an, dass 5 bzw. 95 % der Daten darunter lokalisiert sind. Da-
neben zeigen die nach oben und nach unten spitz zulaufenden Dreiecke den jeweiligen
Minimal- und Maximalwert an. Zum Teil werden in einem Boxplot zusétzliche Ausrei-
Ber dargestellt, darauf wurde in den vorliegenden Darstellungen allerdings verzichtet.
Da der eigne Probenumfang relativ gering war, wurden stattdessen alle Datenpunkte
dargestellt, sodass auch die absoluten Werte ersichtlich sind.
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C FCM-Ergebnisse aller analysierten iPSC-Populationen

Tabelle C.1: Ergebnisse der FCM-Analysen aller hCB-iPSC-Populationen von Matrigel.

hCB-iPSC von Matrigel in Passage
34.0 36.0 45.0 50.0 61.0 24.0 26.0 35.0 38.0

CD13 + + + - - -+ - - -
82,7 717 334 510 1,2 99 460 11,1 19,3
CD14 : : : : _ _ _ : :
1,2 0,7 0,3 0,3 0,3 0,1 0,2 0,2 0,8
CD24  +,++ +,++ + ++ + ++ ++ +H+ +++
99.0 99,7 991 992 971 799 76,0 96,4 99,4
CD34 _ _ _ ; _ _ _ : _
3,0 3,1 2,3 1,9 1,8 1,4 1,5 1,4 1,4
CDh44 ++ + + + - - - + ++
98,6 96,4 75,4 87,9 3,3 5,8 7,3 56,7 96,1
CD45 ; - ; - ; ; _ ; -
0,9 0,6 0,4 0,3 0,5 0,3 0,3 0,5 0,4
CD56 + + - - - - - - -
94,7 98,6 81,4 82,7 71,9 98,3 97,4 92,9 93,4
CD78 +,++ +,+ -,+ - -+ 4+ + ot
952 740 13,0 9,7 1,7 12,3 325 125 66,8
CD90 +, ++  ++ - e T o a o S S ++
99.6 996 976 981 980 996 991 973 99,8
CD105  + + - - -+ o+ + +
751 659 1,0 1,0 22 86 98 71 87,0
CD106 _ _ _ : ; _ _ ; :
2,0 1,3 0,8 0,4 02 25 1,0 1,3 3,0
CD146  ++ - - - - - - - +, ++
98,9 97,6 84,2 91,5 78,7 794 84,2 61,2 93,2
SSEA-3  + + + + + - - +
94,6 88,7 39,8 29,6 31,0 4,2 13,9 2,9 13,3
SSEA-4  ++  ++ 4+  ++ -+ o+ o+ A
999 998 993 989 968 44,1 443 90,1 99,0
SSEA-5  +  +, 4+ 4+, ++ +++  ++ o+ o+
90,4 757 97,1 956 938 27,7 247 763 88,1
TRA- + - + L+ -
1-60 898 880 715 896 684 96 46,6 8,9 16,2
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Tabelle C.2: Ergebnisse der FCM-Analysen aller hCB-iPSC-Populationen von Feeder-Zellen.
hCB-iPSC von Feeder-Zellen in Passage
36.0 42.0 45.0 50.0 61.0

CD13  +, ++ + + _
77,0 469 795 65

CD14 : _ _ _
1,0 0,4 0,3 0,2

CD24  +, ++ + + ++ + ++ + ++
97,3 979 980 974 982

CD34 - . ; i ]
30 13 16 1,3 4,9

CD44 + + + -+ ;
948 958 62,0 54 3,3

CD45 - = - - .
0,7 0,4 0,6 0,4 1,0

CD56 + + + + +
89,0 68,2 792 79,0 53,7

CDT73 -+ -+ - - -
40,5 24,5 2,1 2,5 0,5

CD90 +, ++  ++ + ++ +
93,5 97,3 974 97,5 95,7

CD105 + - - - i,
41,1 1,7 1,4 1,7 0,7

CD106 - - - - ;
0,7 0,8 1,0 1,7 0,8

CD146 + + + + -
92,8 95,1 76,9 70,9 4.4

SSEA-3 + + + + +

93,2 835 552 823 284
SSEA-4  +,4++ ++ ++ 4+  ++
99,1 98,7 994 975 988

SSEA-5  +, ++ + 4+
95,8 08,7 952 97,5
TRA-1-60 +, ++ + + 4+ o+

928 946 838 93,5 62,3
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Tabelle C.3: Ergebnisse der FCM-Analysen aller hHSC-iPSC-Populationen von Matrigel.

hHSC-iPSC von Matrigel in Passage

23.0 310 360 470
CD13 + + 4+ -
86,2 60,9 789 24
CD14 : : _ ;
1,0 0,3 04 0,1
CD24 + o+
99,1 88,3 950 99,5
CD34 : : . -
5,3 3.8 28 20
CD44  +, ++ -+ 4, ++ +
794 392 768 788
CD45 : : : -
0,7 0,7 07 04
CD56  +, ++ +, ++ + +
92,0 62,6 657 879
CD73 L o
230 12,1 245 36
CD90 ++ o+ o+ ++
99,1 86,2 976 99,0
CD105 It
205 165 253 588
CD106 : - S+ -
2,8 4,0 131 0,1
CD146 + + + +
90,0 725 862 70,5
SSEA-3  +, + + + 4+ o+
68,6 144 742 86
SSEA-4 +, ++ +, ++ 4+, ++ ++
984 750 946 99,6
SSEA-5 4, ++ -+, ++ +, ++ ++
70,6 70,8 91,9 98,7
TRA-1-60 +, ++ -+ +,+ +
67,5 415 86,0 40,2
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Anhang

Tabelle C.4: Ergebnisse der FCM-Analysen aller hHSC-iPSC-Populationen von Feeder-Zellen.

hHSC-iPSC von Feeder-Zellen in Passage
23.0 29.0 31.0 36.0 47.0

CD13 + + + -
83,5 726 472 25

CD14 : : ; -
0,5 0,5 0,4 0,2

CD24  +,++ +,++ +, ++ + ++ + ++
97,6 955 926 981 99,1

CD34 . ; : : :
5,8 1,8 2.4 2.3 3,1
CD44 + + + + +
53,6 81,3 595 748 468
CD45 - . _ : :
1,1 0,5 0,7 0,5 0,7
CD56  +,++ +, ++ +, ++ + +
80,7 793 635 844 794
CD73 : : : : :
2,3 1,4 6,6 1,5 0,2
CD90  +,++ +, ++ + ++  + ++
89,0 875 919 96,0 96,1
CD105 - S+ o+ - -
2,0 138 86 1,2 0,2
CD106 : - : : -
3,0 1,2 3.4 1,1 0,3
CD146 i+ + + + +
753 757 784 790 62,0
SSEA-3 -, + - + + -+ +
433 46,6 638 186 96
SSEA-4 +,++ +, 4+ +, ++ + +
952 864 886 937 993
SSEA-5 - + + 4+ 4
62,9 824 942 985
TRA-1-60 -, ++ -+ +,4++ -+ -+

65,5 64,5 84,8 54,6 31,4
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Tabelle C.5: Ergebnisse der FCM-Analysen aller hFF-iPSC-Populationen von Matrigel.

hFF-iPSC von Matrigel in Passage

31.0 370 410 400
CD13 - + + -+
4,8 499 431 133
CD14 : : . -
0,3 0,3 0,3 0,0
CD24  +,+4+ +, ++ +, ++ -+, ++
989 937 919 96,7
CD34 : - . -
1,9 1,0 2.4 2,0
CD44 S+ o+ e+ -+
121 193 159 168
CD45 . - : -
0,2 0,5 0,4 1,5
CD56  +, ++ +, ++ -+ +, ++
82,5 850 350 89,6
CD73 - -+ - =
7.1 11,2 6,2 8,4
CD90 -, ++ +, ++ + +  ++
90,7 953 850 97,9
CD105 ; - L -
3,3 5,6 6,0 3,7
CD106 : - -+ -
2,2 2,6 10,5 1,4
CD146 Y + -+ +
784 787 121 738
SSEA-3 - + -+ -+
499 296 24,1
SSEA-4 - 4+ 4, ++ +, ++ +, ++
82,0 80,6 790 88,0
SSEA-5 N E
50,7 383 873
TRA-1-60 -, + -, + - + +
64,4 491 299 555
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Tabelle C.6: Ergebnisse der FCM-Analysen aller hFF-iPSC-Populationen von Feeder-Zellen.
hFF-iPSC von Feeder-Zellen in Passage

31.0 41.0 40.0
CD13 + + -+
63,1 61,0 42,3
CD14 : _ :
0,2 0,7 0,2
CD24  +, ++ -, ++ +
98,2 89,4 84,4
CD34 _ _ _
0,9 1,2 3,8
CD44 + -+ +
43,0 27,8 57,5
CD45 ; : :
0,6 0,7 2,2
CD56 + o+ +, ++
93,5 36,7 92,9
CD73 : _ :
4,1 3,7 4,2
CD90 ++ +, ++ +
96,1 88,5 90,4
CD105 : : ;
1,3 2.4 0,8
CD106 . : :
0,8 3,8 3,7
CD146 Y + ¥
88,5 57,1 81,5
SSEA-3  +, +

83,3 36,0
SSEA-4 -, ++ . - +, ++
90,9 65,4 82,2
SSEA-5 SN +, ++
45,4 61,8
TRA-1-60 +, ++ I =
87,1 41,4 18,3
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