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Referat

Referat

In vitro kann Uber die Manipulation verschiedener Signalwege die Entwicklung der beta-Zelle
nachvollzogen werden. Zum Beispiel konnen durch Zugabe von Wachstumsfaktoren
embryonale Stammzellen zu definitivem Entoderm und weiter zu pankreatischen
Vorlauferzellen differenziert werden. Glukose ist hierbei ein wichtiger Stimulus dessen
Bedeutung in der vorliegenden Arbeit ndher untersucht wurde.

In dieser Arbeit wurden zwei murine embryonale Stammzelllinien, die CGR8 und ihre
transgene Schwesterlinie, die Sox17-DsRed, durch Zugabe von Aktivin A, KAAD-Cyclopamin
und Indolaktam V zu pankreatischen Vorlaufern differenziert und dabei der Einfluss von
Glukose auf die Differenzierung sowohl mittels RNA-Analyse als auch licht- und
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Es wurden zwei verschiedene Endpunkte gewahlt. Zum
ersten wurden die Sox17-DsRed zur Gewinnung von definitivem Entoderm verwendet. Es
konnte kein synergistischer Effekt nach Zugabe von Aktivin A und/oder Inducer of Definitive
Endoderm (IDE)1 und 2 detektiert werden. Zum anderen konnte anhand der CGR8 gezeigt
werden, dass eine bestimmte Glukose-Konzentration des Mediums fir die Gewinnung von
pankreatischen Vorldauferzellen essentiell ist. Das Standard-Kulturmedium enthélt 17,5 mM
Glukose; eine Verringerung der Konzentration bis 5 mM zur Erzielung physiologischerer
Bedingungen hatte keinen fordernden Effekt auf die Differenzierung. Ein noch geringerer
Glukose-Gehalt des Mediums fiihrte zu einem massiven Zellsterben und behindert
Differenzierung und Kultur. Durch Zugabe von sehr hohen Glukose-Konzentrationen (50 mM)
konnte eine Erhéhung des Anteils an pankreatischen Pdx1-positiven Vorlauferzellen erreicht
werden. Der Anteil Pdx1-exprimierender Zellen war jedoch nur dann erhéht, wenn Glukose
vom Stadium des Mesentoderms (Tag 3) bis zur beginnenden Bildung pankreatischer
Vorléauferzellen (Tag 8) hinzugegeben wurde. Andere Differenzierungsintervalle zeigten sich
weniger Glukose-sensibel. Es konnte zudem dargestellt werden, dass die Pdx1-Expression im
Intervall von Tag 3 bis 8 mit steigender Glukose-Konzentration zunimmt. Die in vivo
vorliegende Konzentration liegt bei 3,9-5,5 mM, die Schadigung der beta-Zellen beginnt ab
einer chronischen Hyperglykamie von circa 10 mM (Glukotoxizitat). Hiervon abzugrenzen sind
ES-Zellen, welche in vitro einer weitaus hoheren Konzentration bedirfen (17,5 mM). Die
aktivierten Mechanismen sind eng mit der pankreatischen Differenzierung verknupft, wie die
Expression von TGF-R1 oder die Aktivierung des Hexosamin-Synthese Signalwegs. Es ist zu
vermuten, dass durch eine Erhdhung des Glukose-Gehalts im Differenzierungsmedium, welcher
tiber das doppelte der Ublichen Konzentration hinausgeht, (ber diese Signalwege eine Zunahme

des Anteils pankreatischer endokriner Vorldauferzellen erreicht werden kann.

Schweyen, Sandrina Maria: Einfluss von Nahrstoffen auf die pankreatische Differenzierung
muriner embryonaler Stammzellen Halle (Saale), Martin-Luther-Universitat, Med. Fak., Diss.,
80 Seiten, 2014
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1 Einleitung

1.1 Pathogenese und klinische Bedeutung des Diabetes mellitus

Diabetes mellitus, die sogenannte Zuckerkrankheit, gehort zu den groRen Volkskrankheiten mit
steigender Inzidenz. 2011 lebten weltweit 366 Millionen Menschen mit einem diagnostizierten
Diabetes mellitus, weiteren 280 Millionen wird ein hohes Risiko, daran zu erkranken,
zugeschrieben. Ohne weitere Interventionen wird ihre Anzahl nach Schatzungen der
International Diabetes Federation (IDF) in den néchsten 20 Jahren auf 552 Millionen (plus 50,8
%) angewachsen sein (Hauner et al., 2012; Europe, 2009).

Uber 90 Prozent der betroffenen Personen leiden an Typ 2 Diabetes; vom Typ 1 Diabetes sind
fast 5 Prozent betroffen. Ein nur geringer Anteil wird allein durch genetische Defekte bedingt
(Giani et al., 2004; Béhm et al., 2011; Hauner, 2013). Das Krankheitsbild des Diabetes mellitus
umfasst eine Gruppe durch Hyperglykdmie gekennzeichneter metabolischer Stérungen. Nach
den Kriterien der amerikanischen Diabetes-Gesellschaft (ADA) ist bei einem Niichtern-
Plasmaglukose-Spiegel (ber 6,1 mmol/l von einer gestorten Glukosetoleranz, und bei
wiederholter Messung eines Spiegels tiber 7 mmol/l ein Diabetes mellitus zu diagnostizieren
(Kerner et al., 2011; Herold, 2012).

Von der Atiologie ausgehend wird zwischen vier Diabetes-Hauptformen unterschieden. Im
Folgenden soll die Pathogenese der ersten zwei Typen dargestellt werden.

Der Typ 1 Diabetes mellitus ist Folge einer Autoimmunerkrankung, bei der es nach
entzundlicher Infiltration der Inselzellen zur Bildung von Inselzellantikdrpern kommt. Die
konsekutive chronische Insulitis fiihrt letztendlich zu einer unwiederbringlichen Zerstérung der
Insulin produzierenden beta-Zellen und einem absoluten Insulinmangel (Spinas et al., 2001)
(Abb. 1 A).

Ein heterogenes Krankheitsbild stellt der Typ 2 Diabetes mellitus dar. Hier spielen genetische
Defekte der Insulinwirkung und Sekretion, in Verbindung mit erworbenen Faktoren wie
Erndhrungsverhalten, Bewegungsmangel und Adipositas, eine Rolle. All dies fiihrt zu einer
gestorten  Glukose-Homdostase, zu  peripherer Insulinresistenz  und  verminderter
Glukosetoleranz (Hien et al., 2010). Nach jahrelanger Kompensation miindet der Teufelskreis
aus Insulinresistenz bei Hyperglykdmie und reaktiver Hyperinsulindmie in einem ,,Ausbrennen*
der Insulin produzierenden beta-Zellen; der Patient ben6tigt exogen zugefihrtes Insulin (Abb. 1
B). Nach Schatzungen des Deutschen Diabetes-Zentrums wurden 2007 fast 2,3 Millionen
Menschen in Deutschland mit Insulin behandelt. VVon diesen waren drei Viertel &lter als 60
Jahre. Hieraus ist zu schlieRen, dass jeder 20. Deutsche dieser Altersgruppe auf eine
Insulinbehandlung angewiesen war - Tendenz steigend (Hauner et al., 2012). Da es sich um eine
schleichende Krankheit mit wenig charakteristischen Symptomen handelt, wissen viele

Betroffene zu Beginn nichts von ihrer Erkrankung.
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Als Ursache der gesteigerten Morbiditdt und Mortalitdt zuckerkranker Menschen sind die
Folgeerkrankungen der chronischen Hyperglykdmie anzusehen. Durch eine Makroangiopathie
treten  vermehrt  Myokardinfarkte, zerebrale Insulte und periphere arterielle
Verschlusskrankheiten auf. Die Mikroangiopathie bedingt eine Schadigung der Retinae und
Nieren. Auf weitere komplexe Syndrome (diabetische Neuropathie und FulRsyndrom, arterielle
Hypertonie als Ausdruck einer gestdrten Endothelfunktion, etc.) soll hier nur hingewiesen
werden. Die Lebenserwartung betroffener Manner und Frauen ist mit 5,3 bzw. 6,4 Lebensjahren
deutlich reduziert (Leitlinien der DDG, 2008).

A Genetische Pradisposition B Tendenz zur Insulinresistenz, androide Adipositas }
Umweltfaktoren
100] 1 1 ~ I—I 100] Reaktive Hyperinsulindmie
— —~
—:\ . 1
1 1

| Anhaltend erhdhte Insulinsekretion ‘

!

Autoimmune B-Zelldestruktion

[ nsulinbedarf > insulinproduktion

|

Funktionierende B-Zellen [%]
Funktionierende B-Zellen [%)]

Manifester Diabetes
mellitus

I Inselzellantikorper, —————
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!

1
1
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Abb. 1 Pathogenese der Entstehung des Diabetes Typ 1 (A) und Typ 2 (B). Der so genannte
juvenile Typ 1 Diabetes mellitus entsteht infolge einer autoimmunen Zelldestruktion Uber eine
kurze Zeitspanne. Diabetes Typ 2 entsteht meist im Rahmen eines metabolischen Syndroms und
reaktiver Hyperinsulindmie ber eine langere Zeit hinweg (nach Spinas et al., 2001; Hien et al.,
2010).

Um das Fortschreiten der Folgeerkrankungen zu verlangsamen, ist eine optimale
antihyperglykdme Therapie in Kombination mit einer Optimierung des begleitenden Hypertonus
und der Dyslipoproteindmie essentiell (Gaede et al., 2003). Aufgrund der chronischen
Progredienz ist die Therapie in Abhéngigkeit zum jeweiligen pathophysiologischen Stadium zu
modifizieren. Die Vermeidung unerwiinschter Nebenwirkungen, wie schwerer Hypoglykamie
und ausgepréagter Gewichtszunahme, ist hierbei wesentlich. Es stehen zur Therapie des Typ 2
Diabetes insulinotrope (Sulfonylharnstoffe, Glinide, GLP-1 Analoga, Dipeptidylinhibitoren)
und nicht-insulinotrope Pharmaka (Insulinsensitizer [Metformin, Glitazone] und a-
Glukosidaseinhibitoren) zu Verfiigung, welche bei Therapieversagen mit Insulin kombiniert
werden kdnnen (Herold, 2012).

Unter Insulingabe, welche bei Typ 1 Diabetes von Beginn an erforderlich wird, ist zwischen der
konventionellen und intensivierten Insulintherapie zu unterscheiden. Die Nebenwirkungen
ergeben sich im ersten Fall aus der unphysiologisch langen Halbwertszeit des substituierten
Insulins (4 h) und der folgenden unterdriickten Glukagonsekretion: wéhrend der
Essensaufnahme ist zu wenig Insulin in der Leber, spéter zirkuliert es zu lange. Schwankende
Blutzuckerspiegel mit protrahierten Hypo- und Hyperglyk&dmien gefdhrden den Patienten. Die

normoglykame Einstellung mit Hilfe der intensivierten Insulintherapie, die eine mehrmalige
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Kontrolle des Blutzuckerspiegels erfordert, ist vor allem bei alteren und wenig complianten

Patienten schwierig.

Die Herausforderung der Forschung liegt nun in der Entwicklung neuer, an Nebenwirkungen
armeren Antidiabetika und einem besseren Verstdndnis der patientenspezifischen Pathogenese
und Medikamentenwirkung. Ziel sind die Entwicklung patientenspezifischer Therapieansatze,
um wéhrend des Verlaufs der Erkrankung gezielt intervenieren und somit ihre gravierenden

Folgen minimieren zu kénnen.

1.2 Physiologie und Entwicklung des Pankreas

Die Bauchspeicheldriise, ein retroperitoneal im Oberbauch gelegenes, circa 80 g schweres
Organ, unterteilt sich makroskopisch in Caput, Corpus und Cauda. Funktionell besitzt sie einen
exokrinen und einen endokrinen Anteil. Ersterer bildet die Hauptmasse des Pankreas und
sezerniert einen enzymreichen Verdauungssaft ins angrenzende Duodenum. Der Anteil des
Inselorgans betragt lediglich 2 % und setzt sich aus kleinen Gruppen endokriner Zellen
(Langerhanssche Inseln) zusammen, welche zu 40-60 % aus Insulin produzierenden beta- und
30 % Glukagon sezernierenden alpha-Zellen bestehen. Diese beiden Hormone beeinflussen
antagonistisch den Plasmaglukose-Spiegel. Weitere Zellen wie delta- (Somatostatin), PP-
(pankreatisches Polypeptid) und epsilon-Zellen (Ghrelin) legen sich zusammen mit den alpha-
Zellen mantelartig um die im Zentrum gelegenen beta-Zellen. Letztere sind innerhalb der
Langerhansschen Insel gleichmaRig verteilt. Der wichtigste Reiz zur Ausschittung von Insulin
ist die Erhohung des Blutglukosespiegels, aber auch die Auswirkungen von Parasympathikus,
Glucagon-like peptide (GLP-1) und Glucose-dependent insulinotropic peptide (GIP) bewirken
eine Senkung des Blutzuckers (Lillmann-Rauch, 2009; Smith et al., 2012).

beta-Zelldifferenzierung in vivo

Die pankreatische Entwicklung geht zusammen mit den Anlagen von Thymus, Leber und Lunge
vom definitiven Entoderm aus, welches wahrend der Gastrulation eines der 3 Keimblatter
ausmacht (Abb. 2). Es konnte gezeigt werden, dass aus einer gemeinsamen
Vorl&uferpopulation, dem Mesentoderm, Meso- und Entoderm entstehen (Borowiak, 2010). Das
entstehende primitive Darmrohr wird hierbei durch eine Vielzahl von Wachstumsfaktor-
vermittelten Signalwegen zwischen entodermalem Epithel und umgebenden Mesenchym
geprégt (Zorn et al., 2009). Auch die spater ausknospende ventrale und dorsale Pankreasanlage

ist von Geweben mesodermalen Ursprungs umgeben (Aorta und Herz).
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Die Entwicklung des endokrinen
) ] ‘ Gastrulation J
Pankreas ist gut erforscht. In der murinen Ektoderm
Embryogenese erfolgt sie zweiphasig: v
zuerst wéchst eine transiente Population |_Mesentoderm J
Mesoderm
Glukagon-  und/oder  Insuli-positiver v
Zellen zwischen E9.5 und E13.5. Keine | Entoderm |
dieser Zellen differenziert spater zur v
reifen beta-Zelle aus (Herrera, 2000). |_Vorderdarm |
Leber Duodenum
. ) . A 4
In der menschlichen Entwicklung gibt es
99 . ‘ Pankreas |
diese klare Phasentrennung nicht, jedoch Exokrines Duktales
] i Pankreas System
geht man auch hier von einer separaten v

‘ Endokrine Vorlaufer J

Entwicklung der spéteren beta-Zellen aus
eigenen Vorlauferzellen aus. Studien

- BN -
zeigen Pdx1 (pancreatic-duodenal box 1) ( 96@

positive multipotente Vorlaufer, aus

) Abb. 2 Entwicklungsverlauf in vivo wahrend der
welchen sich alle anderen Zelltypen  Gastrulation. Aus einer gemeinsamen Vorlaufer-
entwickeln (Borowiak, 2010). population bilden sich Zellen des primitiven

) ) Darmrohrs. Das spatere Pankreas hat seinen
Aus der Abwesenheit von Pdx1 wirde  yrsprung in den Zellen des Vorderdarms und setzt
eine Ap|asie des Pankreas resultieren sich aus eXxo0-, endokrinen und duktalen Anteilen

. zusammen.
(Stoffers et al., 1997). Die zunehmende

Expression des Transkriptionsfaktors

Ngn3 (Neurogenin 3) weist auf die endokrine Entwicklung der Zellen hin (Smith et al., 2004).
Exogenes Ngn3 fuhrt zur Umwandlung von endokrinen Vorlauferzellen zu Inselzellen. Es ist
bekannt, dass Ngn3 auch in spateren Stadien der pankreatischen Entwicklung eine Vielzahl von
Genen kontrolliert. Wenn auch heute noch nicht alle Prozesse verstanden sind, so ist doch seine
essentielle Bedeutung fiir die Reifung und Erhaltung der adulten Inselzelle bekannt (Borowiak,
2010).

beta-Zelldifferenzierung in vitro

Pankreatische beta-Zellen sind hochspezialisiert und haben selbst in natura nur eine sehr
geringe Proliferationsrate, so dass sich eine Kultur dulerst schwierig gestaltet. Die Erforschung
der Differenzierung von embryonalen Stammzellen zu beta-Zellen schreitet stetig fort. In
mehreren Schritten wird hierbei die pankreatische Entwicklung in vitro herbeigefihrt. Um eine
beta-Zelle aus einer embryonalen Stammzelle zu differenzieren, ist es notwendig, den
natdrlichen Entwicklungspfad in vitro nachzuvollziehen. Verschiedene Signalwege werden tber
Retinséure, FGF (fibroblast growth factor), Wnt, Hedgehog und Aktivin beschritten (D'Amour
et al., 2006; Borowiak, 2010). Mit Hilfe einer Kultur in 3D-Aggregaten wird die spontane
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Differenzierung in die 3 Keimblatter angeregt. Die Ausbeute an definitivem Entoderm kann
Uber Aktivierung des Aktivin/Nodal- Signalweges signifikant erhdht werden (Schroeder et al.,
2011). Durch sequentielle Zugabe spezifischer Wachstumsfaktoren konnen weitere
Signalkaskaden moduliert und eine Vermehrung und Differenzierung des definitiven Entoderm
bis hin zu pankreatischen (Pdx1-positiven) und endokrinen (Ngn3-positiven) Vorlduferzellen
erzielt werden. Durch Analyse spezifischer Transkriptionsfaktoren kann hierbei der

Differenzierungsfortschritt nachvollzogen werden (Abb. 3).

.
Sox17- Hes1

[ mesoderm =
_ Vorlsufer
Oct4

Mes- Definitives Primitives Hinterer Endokrine
‘ ESC] " entoderm J » Entoderm J » DarmrohrJ » VorderdarmJ » Vorlaufer J
Sox17+ Sox17+ Hnfda* Pdx1* Ngn3*

’ ‘ Ektoderm 2‘;";2; Sox9* Nkx6.1+

Pax6*

Abb. 3 Darstellung der Differenzierung von embryonalen Stammzellen (ESC) zu
endokrinen Vorlauferzellen in vitro. Jedes Entwicklungsstadium weist hierbei typische
Expressionsmuster auf.

Wenn auch die ersten Schritte eine hohe Ausbeute an definitivem Entoderm ergeben (Effizienz
bis 80 %), so ist das Problem aktueller Protokolle die letztendlich sehr niedrige Population
Insulin-positiver Zellen, welche zudem nur wenig Insulin oder beide Hormone (Insulin und
Glukagon) exprimieren und keine physiologische Glukosesensibilitat aufweisen (D'Amour et
al., 2006).

1.3 Embryonale Stammzellen

Das Problem des absoluten Insulinmangels des Typ 1- und letztendlich auch des Typ 2-
Diabetikers ist, abgesehen von der Substitution des Hormons momentan nur mittels
Transplantation von Pankreata toter Spender, mitsamt aller Nebenwirkungen einer
anschlieenden immunsuppressiven Therapie, zu ldsen. Zur Umgehung der Problematik
fehlender Spender und gravierender pharmakologischer Nebenwirkungen wirde sich eine
Therapie mit in die pankreatische Linie ausdifferenzierten embryonalen Stammzellen anbieten
(Van Hoof et al., 2009).

Man unterscheidet zwischen adulten und embryonalen Stammzellen. Erstere sind beispielsweise
in Knochenmark, Haut oder Leber zu finden. Sie zeichnen sich durch ein geringeres
Regenerations- und ein auf ein Keimblatt eingeschrénktes Differenzierungspotential aus. Die
Fahigkeit zur Transdifferenzierung (Keimblatt tberschreitende Differenzierung) wurde zwar
beschrieben, ist aber umstritten (Koestenbauer et al., 2006).

Embryonale Stammzellen (ESC) sind dadurch charakterisiert, dass sie sich unbegrenzt teilen

und in jede der uber 200 verschiedenen Zelltypen eines adulten S&ugetiers differenzieren
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kénnen. In vivo wie in vitro sind sie fahig, sich in alle 3 Keimblétter auszudifferenzieren
(Groebner et al., 2006). Gewonnen werden die pluripotenten Zellen aus der inneren Zellmasse
(ICM) von Blastozysten. Vorausgesetzt, man kann unter entsprechender Kultur eine uniforme
Population gewéhrleisten, sind die ESC fur therapeutische Zwecke in ausreichendem Male
nutzbar (Borowiak, 2010).

Ethisch betrachtet ist jedoch die Verwendung menschlicher Embryonen fiir Forschungszwecke
problematisch. In Deutschland ist diese per Embryonenschutzgesetz nur in Ausnahmeféllen
geduldet. GroRRe Hoffnungen liegen deshalb auf der Verwendung von induzierten pluripotenten
Stammzellen (iPSC). Um an diese Zellen zu gelangen, werden somatische Zellen
(beispielsweise Keratinozyten aus Haarwurzeln) in ein pluripotentes Stadium reprogrammiert
und anschlieBend in die gewiinschte neue Linie differenziert. Hinsichtlich einer spéteren
Transplantation haben jedoch alle diese Mdglichkeiten ein weiteres, gemeinsames Problem: der
Anteil an undifferenzierten Zellen, welcher im Empfangerorganismus weiterhin undifferenziert

bleibt und proliferiert.

Somit ist im Hinblick auf all diese Ansatze des Problems fehlender beta-Zellen zu konstatieren,
dass jeder Einzelne seine Vorteile und Schwachen besitzt — auf allen Feldern jedoch noch

groler Forschungsbedarf besteht.

1.4 Einfluss metabolischer Faktoren auf die pankreatische Entwicklung

Ein Schwachpunkt  gelaufiger Differenzierungsprotokolle ist ihre geringe
Differenzierungseffizienz: die Ausbeute reifer Insulin-produzierender beta-Zellen ist fiir
therapeutische Zwecke zu spérlich. Bis dato fand bei allen Optimierungsversuchen die Analyse
des Nahrstoffgehaltes der Umgebung und seine Beeinflussung der kultivierten und sich
differenzierten ES-Zellen jedoch nur wenig Beachtung. Die Bedeutung der Nahrstoffzufuhr
wahrend der embryonalen und fetalen Entwicklung ist seit langem durch Studien am Tiermodell
bekannt. Hier kam es durch eine intrauterine Untererndhrung des Fetus im Rahmen der
konsekutiven Wachstumsretardierung auch zu einer Verringerung der Anzahl pankreatischer
beta-Zellen (Inoue et al., 2009).

Macfarlane et al. inkubierten 1999 humane Inselzellen in Medien mit geringen (3 mM) und
hohen (16 mM) Glukose-Konzentrationen und konnten zeigen, dass Glukose die Insulin-Gen-
Promotor-Aktivitdt und Kerntranslokation von Pdx1 reguliert (Macfarlane et al., 1999). Unter
niedrigem Glukosegehalt verblieb Pdx1 inaktiv im Zytoplasma, wahrend es bei hohen
Konzentrationen aktiviert wurde und mittels des SAPK2-Signalwegs in den Zellkern
translozierte. Auch direkte Effekte von Glukose auf Pdx1-positive pankreatische
Vorlauferzellen wurden am Rattenmodell beschrieben (Guillemain et al., 2007). Hierbei zeigte
sich lediglich die endokrine Entwicklung des embryonalen Gewebes Glukose-abhangig, nicht

aber die der exokrinen Azini des Pankreas. Glukose modifizierte die endokrine Entwicklung
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jedoch nicht direkt tber die Stimulation von Ngn3, dem friihesten Marker endokriner
Vorlauferzellen, sondern regulierte die Expression von NeuroD, einem Downstream-Gen des
Ngn3. Nach Gabe anderer Monomere, wie Xylose oder Fruktose, konnte keine Erhdhung des
Insulin-Gens detektiert werden. In Abwesenheit von Glukose beobachtete man eine reversible
Entwicklungsverzdgerung, die jedoch nicht durch ,,Stress* aufgrund eines Mangels an ATP
erklart werden konnte, da Glukose per se keinen Einfluss auf den sich entwickelnden Pankreas
hat. Auf adulte Zellen wirkt Glukose proliferativ — so fiihrt beispielsweise feine Aktivierung des
beta-Zell-Insulin-Rezeptor/Insulin-Rezeptor-Substrat-2 (IRS-2)-Signalwegs durch anschlieend
sezerniertes Insulin zu einer Hemmung des Pdx1-Repressors FoxO1 (Okada et al., 2007).

VVon Aminoséduren ist bekannt, dass sie die Insulin-Sekretion fordern. Uber mitochondrial
generiertes ATP, welches als Sensor von Kalzium-Kandlen dient, wird die Exozytose von
Insulin erhéht. Von Glutamat ist zudem bekannt, dass es auch direkt die Pdx1-Expression der
beta-Zelle stimuliert (Newsholme et al., 2007).

In Abhédngigkeit von ihrer Expositionsdauer zeigen nicht-veresterte Fettsduren (NEFAS) sowohl
stimulierende als auch schéadliche Effekte auf beta-Zellen (Keane et al., 2008). Einzelne
Fettséuren wie die Arachidonsaure werden allerdings lber einen langeren Zeitraum toleriert und

induzieren die Sekretion von Insulin und Proliferation der beta-Zellmasse (Nolan et al., 2006).

In dieser Arbeit wird im Folgenden vor allem der Einfluss von Glukose auf die pankreatische

Differenzierung untersucht.

2 Zielstellung

Im Hinblick auf die weltweit steigende Inzidenz der an Diabetes mellitus und an seinen
Folgeerkrankungen leidenden Menschen liegt die Herausforderung der Forschung darin,
Maoglichkeiten zu generieren, die eine physiologische Einstellung des Blutzuckers betroffener
Patienten ermdglichen. Bei vollstandigem Verlust der Insulinproduktion ist derzeit lediglich
eine symptomatische Therapie mdglich — die Gabe von Insulin. Eine ,,Heilung® ist nur durch
Ersatz der verlorenen beta-Zellen moglich. Dies ist entweder durch Transplantation des
vaskularisierten  Organs oder Uber das assoziierte Inselzellprogramm  mdglich
(Bundeséarztekammer, 2013). Kriterium der Aufnahme in die Warteliste ist die Diabetes Typ 1
bedingte Niereninsuffizienz. In Deutschland wurden 2012 an 24 Kliniken 161 Pankreas-
transplantationen durchgefuihrt, wobei die 5-Jahresfunktionsrate momentan bei 67 % liegt
(DSO, 2013).

Die Verwendung von pankreatisch differenzierten embryonalen Stammzellen zielt auf ein
besseres Verstandnis der Pathogenese der Erkrankung sowie der Austestung der Wirkung

eingesetzter Medikamente ab, um patientenspezifische Therapieansdtze zu ermdglichen. Des
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Weiteren kdnnten gewonnene beta-Zellen in ferner Zukunft auch als Transplantat den absoluten
Insulinmangel beheben.

Derzeit werden diese Ziele jedoch von der geringen Anzahl gewonnener funktionaler Zellen
behindert. Die Effizienz geldufiger Protokolle ist zum einen flr therapeutische Zwecke nicht
ausreichend, zum anderen stimmen die gewonnenen Inselzellen nicht in allen wichtigen
Eigenschaften mit den originalen beta-Zellen (iberein (dies betrifft beispielsweise deren geringe
Glukose-Sensibilitat, nachgewiesenes Insulin wird nicht von differenzierten Zellen produziert
oder die Differenzierung erfolgt Uber in vivo nicht existente Differenzierungsschritte (Chen et
al., 2011)).

Ergo ist es notwendig, die bestehenden Protokolle zur Differenzierung nach dem Vorbild der
Natur in vitro zu optimieren, um die gewonnene Menge an pankreatischen Vorlauferzellen und
die sich daraus differenzierenden beta-Zellen zu erhdhen. Da die physiologische Entwicklung
vom umgebenden Gewebe abhéngt, ist eine Kokultur mit Endothelzellen anzustreben, denn die
Interaktion zwischen Endothelzellen und pankreatischen Vorldufern erscheint fir die
erfolgreiche Differenzierung essentiell (Borowiak, 2010).
Wahrend der fordernde Einfluss von sogenannten small molecules auf die pankreatische
Differenzierung mehrfach beschrieben wurde (Borowiak et al., 2009), legte man bisher jedoch
nur wenig Augenmerk auf die Bedeutung des Nahrstoffgehaltes der Umgebung der sich
differenzierenden Zellen.
Ziel dieser Arbeit ist es, mit Hilfe muriner embryonaler Stammzellen den Einfluss von
Néhrstoffen auf die pankreatische Differenzierung zu evaluieren. Hieraus ergeben sich folgende
Herausforderungen:
1) Modglichkeit der Erhdhung der Ausbeute an definitivem Entoderm durch Kombination
der small molecules IDE1 und IDE2 mit dem etablierten Aktivin A
2) Etablierung eines geeigneten Protokolls fir die murine embryonale Stammzelllinie
CGR8 unter Vergleich mit ihrer modifizierten Schwesterlinie, den Sox17DsRed
exprimierenden Stammzellen
3) Detektion des Einflusses von Glukose auf die Entstehung von pankreatischen
Vorlauferzellen unter Behandlung der Zellen mit
- unphysiologisch niedrigen Konzentrationen (0-2 mM)
- invivo vorkommenden Konzentrationen (5, 10 mM)
- unphysiologisch hohen Konzentrationen (20, 30, 50 mM)
4) Forderung der Differenzierung in Abhdngigkeit vom Zeitpunkt der Gabe oder des
Entzugs von Glukose unter
- Detektion sensibler Intervalle wahrend des Differenzierungsprozesses

- Wechsel der Glukose-Konzentrationen zwischen den Differenzierungsschritten
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3.1 Zellkultur

Verbrauchsmaterialien und Instrumentarium

Einmalpipetten 50 ml (Heinemann
Labortechnik, Duderstadt, Deutschland)
Glasflaschchen 5 ml (Heinemann
Labortechnik)

Glaspipetten 2, 10, 20 ml (Heinemann
Labortechnik)

Greiner bakteriologische
Zellkulturschalen 6, 10 cm (Heinemann
Labortechnik)

Greiner Falcon Tubes 10, 15 ml
(Heinemann Labortechnik)

Nunc Kryoréhrchen 1,8 ml (Heinemann
Labortechnik)

Nunc Zellkulturschalen 6 cm (Heinemann
Labortechnik)

3.1.1 Zelllinien (CGR8 und Sox17-DsRed)

3 Material und Methoden

Spritzenfilter 0,22 um, 26 mm CA-
Membran (Heinemann Labortechnik)
Vakuumfilter 150, 250 ml (TPP,
Trasadingen, Schweiz)
Fluoreszenzmikroskop Nikon Eclipse TS
100, Kamera Nikon Digital sight
Inkubator: HERAcell 150 (Heraeus
Instruments, Hanau, Deutschland)
Neubauer Zahlkammer (Brand GmbH &
Co.KG, Gummersbach, Deutschland)
Sterilbank HERAsafe (Heraeus
Instruments)

Zentrifuge Biofuge Stratos (Heraeus

Instruments)

CGR8

Diese murinen embryonalen Stammzellen (Wildtyp, Karyotyp 40, XY) wurden aus der inneren
Zellmasse 3,5 Tage alter mannlicher Prdimplantations-Embryonen isoliert (Mus musculus,
Stamm 129). Aufgrund des pluripotenten Charakters der Zellen sind sie zur Differenzierung in
alle 3 Keimbldtter beféhigt. Verhindert wurde wahrend der feederfreien Stammhaltung die

Differenzierung durch die Zugabe von Leukemia inhibitory factor (LIF) (Nichols et al., 1990).

Sox17-DsRed

Durch eine homologe Rekombination von CGR8-Zellen mit dem Vektor ,,pSox17DsRed-
ExpressNLS-IRES2-Puro3-Neo* sind diese Zellen in der Lage, zusammen mit dem als Marker
fur das definitive Entoderm geltende Sox17 eine roten Farbstoff (DsRed) zu exprimieren,
welcher nicht nur die mikroskopische Kontrolle, sondern auch eine FACS-Sortierung der Zellen
erlaubt. Dank einer Puromycin-Resistenz kénnen die transgenen Zellen in feederfreier Kultur

selektiert werden.
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3.1.2 Stammzellhaltung

Materialien
- 0,02 % EDTA in PBS (Sigma-Aldrich, - Glasgow Minimum Essential Medium
St.Louis, USA) (GMEM) (Gibco, Carlsbad, California,
- 0,2 % Trypsin 1:250 in PBS (PAA, USA)
Pasching, Deutschland) - Leukemia inhibitory factor (LIF) 10" U/ml
- Alkaline Phosphatase Detektion Kit (Millipore)
(Millipore, Billarica, USA) - L-Glutamin, 200 mM (PAA)
- Aqua destillata - Non-essential amino acids (NEAA), 100x
- DMSO (Sigma-Aldrich) (PAA)
- Dulbecco’s PBS ohne Ca* und Mg* - Paraformaldehyd (Sigma-Aldrich)
(Biochrom AG, Berlin, Deutschland) - Penicillin (10000 U/ml)/Streptomycin (10
- Fetales Kalberserum (Lonza, Basel, mg/ml), 100x (PAA)
Schweiz) - Sodium Pyruvat, 100 mM (PAA)
- (G418 Sulfate, 300 mg/ml (Merck, - R-Mercaptoethanol (Sigma)
Darmstadt, Deutschland) - TBS-T (Tris Buffered Saline Tween)

- Gelatine, from porcine skin (Sigma)

Die murinen embryonalen Stammzellen wurden auf mit 0,5-1 % Gelatine-Ldsung beschichteten
Kulturschalen (6 cm) mit je 5 ml entsprechendem Medium (siehe Tab. 1 und 2) kultiviert.
Essentiell ist bei beiden Zelllinien die Zugabe von LIF, einem Mitglied der Interleukin-6
Familie, welches Uber die STAT3-Signalkaskade wirkend die Pluripotenz der Stammzellen
erhielt (Boeuf et al., 1997). Zur Kultur der Sox17-DsRed-Zellen war es auflerdem notwendig
dem Medium G418 (Geneticin) hinzuzufiigen, welches dank einer konstitutiven Neomycin-

Resistenz nur die Vektor tragenden Zellen selektierte.

Zellpassage
Um die Vermehrung von trotz der Zugabe von LIF differenzierten Zellen zu verhindern, war es

notwendig, die Zellen alle 48 h zu passagieren, da erstere die haufige Passage nicht tiberleben.

Nach mikroskopischer Kontrolle der Zellmorphologie wurde das alte Medium vorsichtig
abgesaugt und die Zellen zweimal mit 2 ml Trypsin-EDTA-LOsung (gemischt im Verhaltnis
1:1) behandelt, welche im Anschluss sofort wieder entfernt wurde. Die sich vom
Kulturschalenboden abldsenden Zellen wurden in 2 ml angewdrmtem CGR8 oder Sox17-
Medium aufgenommen und in eine neue mit 0,5 % Gelatine beschichtete und mit 3 ml Medium
gefiillte Kulturschale (Nunc) Gberflhrt. Die Kultur der Zellen erfolgte im Brutschrank bei 37 °C
und einem 5 %igen CO,-Gehalt. Optimal waren bis zu 30 Passagen der Zellen mdglich, ohne

die Differenzierungseffizienz zu beeinflussen.
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Kryokonservierung

Zur Erhaltung eines Vorrats an Stammzellen wurden niedrige (< 15) Passagen in fliissigem
Stickstoff eingefroren. Um eine Schadigung der Zellen durch Eiskristalle zu vermeiden, war
dabei eine Uberfiihrung in ein spezielles Kryomedium notwendig.

Medium:
e 72 % Kulturmedium (nicht vorgewarmt)
e 20%FCS
e 8%DMSO

Pro Kryorohrchen wurde eine vollstdndig bewachsene Kulturschale verwendet. Die
Stammzellen wurden, analog zur Passage, mit Trypsin-EDTA abgelést und in 2 ml
Kulturmedium aufgenommen. Die Zellsuspension wurde in ein Falcon Tube Uberfiihrt und 5
min bei 1000 g zentrifugiert. Nach Absaugung des Uberstandes wurde das Zellpellet im
Kryomedium (s. oben) geldést und bei -80 °C in speziellen mit Isopropanol gefillten
Einfrierboxen eingefroren. Nach 24 h konnten die Zellen in flissigem Stickstoff zur

Langzeitkonservierung einlagert werden.

Zum Auftauen einer Passage wurde das Kulturmedium im Wasserbad bei 37 °C erwédrmt und 3
ml in eine mit 0,5 % Gelatine beschichteten Kulturschale (Durchmesser 6 cm) gegeben. Nun
wurde das Kryoréhrchen mit den gefrorenen Zellen ziigig im Wasserbad aufgetaut. Ein
schnelles Vorgehen war dabei wichtig, da die hohe DMSO-Konzentration des Kryomediums
auf Dauer zytotoxisch wirkt. Nach Uberfiihrung in ein Falcon Tube mit 4 ml Kulturmedium
wurde der zellschadigende Effekt durch das enthaltende FCS gemildert. Die Zellen wurden nun
bei 200 g zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet mittels 2 ml Kulturmedium
in die Kulturschale befordert. Die Kultur erfolgte unter oben genannten Bedingungen. Die

Vitalitat der Zellen wurde am folgenden Tag mikroskopisch kontrolliert.

Kontrolle von Pluripotenz und Stammzellcharakter

Ein Merkmal pluripotenter Zellen ist die Aktivitat von alkalischen Phosphatasen (AP). Diese
Enzyme bewirken eine Dephosphorylierung verschiedener Molekiile (O'Connor et al., 2008).
Wahrend der Nachweisreaktion wird eine Naphtolverbindung durch die AP dephosphoryliert.

Das Produkt der Reaktion wird durch Bindung an ein Chromogen sichtbar gemacht.

Farbeldsung (Reagenz 1: Reagenz 2: Aqua dest. = 2:1:1):

e Reagenz 1, Fast Red Violet (0,8 g/l Stamml6sung, gebrauchsfertig)
e Reagenz 2, Naphtol AS-BI Phosphate (4 mg/ml Stammldsung in AMPD-Puffer (2
mol/l), pH 9,5, gebrauchsfertig)

Zur Herstellung des Préparats wurde das Kulturmedium abgesaugt und die Zellen mit 2 ml einer
4 %igen PFA-L6sung (0,4 g PFA in 10 ml bei 80 °C auf heizbarem Magnetrihrer I6sen und
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anschlielend auf Eis kiihlen) fir 1-2 min fixiert. Hiernach wurde die Fixierldsung entfernt und
die Kulturschale mit 2 ml TBS-T (L6ésung aus 20 mM Tris-HCL und 0,15 M NaCl (pH 7,4)
sowie 0,05 % TWEEN-20) ziigig gespilt. Ein Austrocknen des Praparates musste vermieden
werden, da es sonst untauglich geworden wére. Nun wurde das Prdparat mit 2 ml der
Féarbelosung fur 15 min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Absaugen der
Féarbelosung wurde abermals mit 2 ml Waschpuffer gespilt und die Zellen mit 2 ml PBS feucht

gehalten. Die nun rotgefarbten Stammzellen konnten lichtmikroskopisch begutachtet werden.

3.2 Pankreatische Differenzierung muriner embryonaler Stammzellen

Materialien:

- () Indolaktam V, 1 mM (Alexis - IDE1 5 pg/ml (Santa Cruz Biotechnology,
Biochemicals, San Diego, California, Heidelberg, Deutschland)
USA) - IDE2 5 pg/ml (Santa Cruz)

- Aktivin A, 0,5 mg/ml (Prepro Tech - Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium
GmbH, Hamburg, Deutschland) (IMDM), 1x (PAA)

- B27 Supplement, 50x (Life Technologies, - KAAD-Cyclopamin, 200 pg/ml (Merck)
Carlsbad, California) - L-Glutamin, 200 mM (PAA)

- Chemically Defined Lipid Concentrate, - LIF (ESGRO) 2,4x10° U/mg (Milteny
100x (Life Technologies) Biotec GmbH, Bergisch-Glattbach,

- D-Glukose in PBS, 1M (Serva Deutschland)
Electrophoresis GmBH, Heidelberg, - MTG, 150 mM (Sigma-Alderich)
Deutschland) - Non-essential amino acids 100x (PAA)

- Dulbecco’s Modified Eagle Medium (D- - Panexin NTS (Pan Biotech GmbH,
MEM) w/o Glukose, 1x (PAA) Aidenbach, Deutschland)

- Dulbecco’s PBS ohne Ca* und Mg** - Penicillin (10000 U/ml)/Streptomycin
(Biochrom AG) (10mg/ml), 100x (PAA)

- F12 Nutrient Mixture (Ham), 1x (PAA) - Transferrin, 30 mg/ml in IMDM (Roche,

- Fetales Kélberserum (Lonza) Berlin, Deutschland)

- Human Insulin solution, 10mg/ml (Sigma)

Im Verlauf dieser Arbeit wurden zwei Endpunkte der Differenzierung unter Verwendung zweier
Zelllinien gewdhlt. Zum einen wurde die Optimierung der Gewinnung von definitivem
Entoderm anhand der Sox17-DsRed-Zellen angestrebt. Hierbei wurde der Einfluss von so
genannten small molecules (Chen et al., 2009) auf die Entstehung definitiven Entoderms und
der Einfluss von niedrigsten Glukose-Konzentrationen auf die weitere Entwicklung untersucht.
Zum anderen wurden CGR8-Zellen zu pankreatischen endokrinen Vorldauferzellen nach einem
modifizierten Protokoll von (Chen et al., 2009) differenziert und die Effekte von sehr hohen

Glukose-Konzentrationen und dem Zeitpunkt ihrer Gabe ausgetestet.
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Um die in vivo ablaufenden Entwicklungsvorgdnge wéhrend der Embryogenese in vitro
nachzustellen, wurde das Modell des hanging-drop wahrend der ersten Differenzierungstage
angewendet. Hierbei bilden sich alle 3 Keimblatter in einer der Blastozyste dhnlichen Struktur,
welche Embryoid Body (EB) genannt wird (Abb. 4).

Da das Pankreas entodermalen Ursprungs ist, wurde wéhrend dieser ersten
Differenzierungsstufe Aktivin A dem Differenzierungsmedium hinzugefigt (Sulzbacher et al.,
2009). Wahrend der Gastrulation in vivo entsteht das definitive Entoderm (DE) aus einem
Vorlaufer namens Mesentoderm (ME). Eine zentrale Stellung hat wéhrend der folgenden
Entwicklung zu definitivem Entoderm Nodal, ein Mitglied der Transforming growth factor
(TGF)-B Superfamilie (Tam et al., 2003). Aktivin A imitiert seine Wirkung durch Interaktion
mit zwei transmembranen Rezeptoren, welche letztendlich zur Translokation von SMAD4 in
den Zellkern fuhrt. Hierdurch wird nach Aktivierung von Transkriptionsfaktoren die Expression
verschiedener Gene gewéhrleistet (Chen et al., 2006).

i) d—o‘Escl
[0000 ]

l

—— ‘ME —_—

d3 Aktivin A
(50ng/mil)

r— d5 DE l

T ‘ PG d8

‘H—i PF l Indolaktam
(300nM)

e d15

Abb. 4 Differenzierungsprotokoll der murinen embryonalen Stammzelllinie CGRS.
Differenzierung der Stammzellen Uber einen hanging-drop-Ansatz und Akt. A zu definitivem
Entoderm, spéter Selektion pankreatischer VVorlauferzellen durch Cyclopamin und Indolaktam.
ESC: embryonale Stammzelle, ME: Mesentoderm, DE: definitives Entoderm, PF: primitiver
Darm, PG: hinteres Darmrohr, PE: pankreatisches Entoderm.

Da neben der Induktion von entodermalen auch die Entstehung von neuronalen Strukturen
gefordert wird (Shi et al., 2005), ist zur weiteren Differenzierung die anschlie}ende Gabe von
KAAD-Cyclopamin essentiell. Dieses Steroidalkaloid ist Antagonist des Sonic hedgehog,

welches Uber seine Zielstruktur Smoothened stark in die Entwicklung neuronaler Strukturen

13
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involviert ist. Zudem kommt es spéter in hohem Mal3e in Duodenum und Magen vor (Kim et al.,
1998). Nach Selektion von entodermalen Zellen wurde nun die Differenzierung von
pankreatischen Vorlauferzellen moglich. Als letzter Differenzierungsschritt wurde Indolaktam
V (ILV) zu den Zellen gegeben. Dieses small molecule aktiviert die Proteinkinase C (PKC)
welche (ber eine Familie von Serin/Threonin-Kinasen verschiedene zelluldre Prozesse
einschlieBlich Differenzierung, Proliferation und Apoptose reguliert, sowie den Anteil an Pdx1-

positiven pankreatischen Vorlauferzellen erhéht (Chen et al., 2009).

3.2.1 Versuchsansatz

Zu Versuchsbeginn an Tag 0 wurden unbeschichtete Kulturschalen (10 cm) mit je 10 ml PBS
gefillt, um ein Austrocknen der hanging-drops zu verhindern. Die benétigten Medien fir die
gerichtete und spontane (Kontrolle) Differenzierung wurden gemaf den Angaben flr chemisch
definiertes Medium (CDM, Tab. 3) und Differenzierungsmedium 1 (Diff. I, Tab. 4) hergestellt.
Fur die erforderliche MTG-Konzentration wurden 26 pl MTG in 2 ml Ham’s F12 gel6st und
steril filtriert. Die embryonalen Stammzellen wurden nun mittels Trypsin/EDTA-LOsung,
analog der Passage, aus den Kulturschalen gel6st, die Zelllésung in ein Falcon-Tube Uberfiihrt
und bei 200 g fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen in einer
Waschldsung aus IMDM/F12 1:1 resuspendiert und abermals zentrifugiert, um die Riickstande
des Stammzellmediums zu entfernen. Nach erneuter Resuspension in 10 ml IMDM/F12 wurde

die Zellzahl der Losung mittels Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

Zellzahl = Y Zellen aller 4 Quadrate x 10.000
ml 4

Erst jetzt gaben wir die entsprechende Menge Aktivin A (50 ng/ml) zum CDM hinzu. Ein 20 pl
Tropfen sollte 600 Zellen enthalten, folglich wurden auf 5 ml Medium 150.000 Zellen pro
steriles Glasflaschchen gegeben. Ein Flaschchen reichte hierbei fir 6 Kulturschalen a 40
Tropfen CDM und 3 Kulturschalen a 80 Tropfen Diff.1 (der hohe FCS-Anteil erhdhte die
Oberflachenspannung und erlaubte mehr Tropfen pro Platte). Die Tropfen wurden auf der
Innenseite des Kulturschalendeckels positioniert, welcher anschlieRend vorsichtig gewendet und
auf den mit PBS gefillten Boden gesetzt wurde. Die Kultur erfolgte nun erschitterungsfrei fir 3
Tage bei 37 °C und 5 % CO,. Die Zellen sammelten sich entsprechend der Schwerkraft im
Konus des Tropfens und bildeten dort die EBs.

An Tag 3 wurden die entstandenen EBs abgespilt, 3:1 gepoolt und in Suspensionskultur
tberfuhrt. Hierzu wurde neues Differenzierungsmedium (CDM und Diff. 1) hergestellt und je 3
ml in eine unbeschichtete, bakteriologische Kulturschale (Durchmesser 6 cm) gegeben. Die
Suspensionskultur erfolgte bei CGR8-Zellen bis Tag 5, bei Sox17-DsRed-Zellen bis Tag 9.

An Tag 5 und 9 wurden die Kulturschalen mit gerichtet differenzierten EBs 3:1, die mit spontan

differenzierten EBs 1:1 auf mit 0,1 % Gelatine beschichteten Kulturschalen ausgesat. Fir
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spatere Immunfluoreszenzproben wurden Deckgléschen vor der Gelatinebeschichtung auf dem
Schalenboden platziert. Das zum Anwachsen bendtigte Medium war fiir beide Gruppen Diff.1.
24 h spater, nach dem Anwachsen der EBs auf dem Schalenboden, erfolgte ein
Mediumwechsel.  Dabei  wurden  die  gerichtet  differenzierten  Zellen  mit
Differenzierungsmedium 2 (Diff. Il, Tab. 5) und 0,75 pM Cyclopamin behandelt. Die
Kontrollgruppe wuchs weiterhin in Diff.1. Nach 2 Tagen endete die Differenzierung der Sox17-
DsRed.

Zur Gewinnung pankreatischer Vorlauferzellen wurde den gerichtet differenzierenden CGR8-
Zellen an Tag 8 Diff. Il mit 300 nm ILV und 1% B27 zugeflgt. An Tag 12 erfolgt ein letzter
Mediumwechsel mit Diff. 1l und 1 % B27. Versuchsende war an Tag 15. Jeder Versuch wurde
dreimal unter denselben Bedingungen durchgefihrt.

I Diff. 11 iff. 11 Diff.1la
ESC 17,5mM 17,5mM| 17,5mM 17,5mM 5mM %
1 1 1
do d3 d5 dé d8 di2 d15
[ T L T 1 ' L T J
Hanging Drop Suspensions- Monolayer

kultur  Ausplattieren der EB's
24hIMDM/12, 20% FCS

EAGvinASone/miad [ Cyclopaminozspv | [lwvzoonmsB2z B2z
|_Glukose-Gehaltdes Mediums_|

Abb. 5 Pankreatische Differenzierung von CGR8-Zellen. Der Glukosegehalt des Mediums
betragt stets 17,5 mM. Probenentnahme an Tag (d) 0, d3, d5, d8, d12 und d15. Abkiirzungen s.
Text.

3.2.2 Einfluss von small molecules auf die Entstehung von definitivem Entoderm

In vitro fuhren die Mitglieder der TGF-R Superfamilie Nodal und Aktivin A in murinen wie
humanen embryonalen Stammzellen zu einer bevorzugten Differenzierung in die pankreatische
Linie. Die inducer of definitive endoderm (IDE) 1 (2-[(6-carboxy-hexanoyl)-hydrazolmethyl]-
benzoic acid) und IDE 2 (7-(2-cyclopentylidenehydrazino)-7-oxoheptanoic acid) sind de novo
synthetisierte Chemikalien, welche als Agonisten des Aktivin A/Nodal-Signalwegs wirken
(Borowiak et al., 2009). Ziel des folgenden Versuches war es, den Anteil an definitivem
Entoderm durch Zugabe von IDE1 und/oder IDE2 zusatzlich zu dem bewdahrten Aktivin A zu
erhéhen (Sulzbacher et al., 2009).
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o Diff. |, 20% FCS | IS
[ | >
o 0, 276 b
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C gl
do d3 d9 d10 di3 d16
1 b '] L J
| | | J ' L
Hanging Drop Suspensionskultur pysplattieren der EB's Monolayer
24hIMDM/12, 20% FCS
[AktivinAsong/mi_| IDEL | EEpe2d  [cyclopaming,75uM ]

Abb. 6 Differenzierungsprotokoll Sox17-DsRed unter Aktivin A und small molecules, (A)
Spontane Differenzierung (Kontrolle), (B) CDM + Aktivin A, (C) CDM + IDE1, (D) CDM +
IDE2. (E) CDM + IDE1+ IDE2. Kontrolle auf DsRed an Tag (d) 9, Probenentnahme an d0, d9,
di3, dié.

Sox17-DsRed-Zellen wurden wie oben beschrieben zum Versuchsansatz verwendet. Die Zellen
wurden von Tag 0 bis 9 in CDM unter Zusatz von 50 ng/ml Aktivin A (vgl. Abb. 6 B), Aktivin
A und 5 pM/ml IDE1 (vgl. Abb. 6 C), Aktivin A und 5 uM/ml IDE2 (vgl. Abb. 6 D) sowie
allen 3 Zusétzen (vgl. Abb. 6 E) kultiviert. An Tag 9 erfolgte die fluoreszenzgestiitzte
mikroskopische Kontrolle auf DsRed, welches das Vorhandensein von definitivem Entoderm
anzeigt. AnschlieBend wurden die EBs ausplattiert und 24 h spéater gemal dem
Differenzierungsprotokoll weiterkultiviert.

3.2.3 Einfluss von niedrigen Glukose-Konzentrationen auf die weitere Differenzierung

In der Literatur wurde eine Verlangsamung der Differenzierung durch niedrige Glukose-
Konzentrationen beschrieben (Guillemain et al., 2007). Ziel dieses Versuches war der Nachweis
des Einflusses von niedrigsten (0-1 mM) Glukose-Konzentrationen auf entstandenes definitives
Entoderm.

Der Versuchsansatz erfolgte abermals unter Nutzung der Sox17-DsRed. Nach Gewinnung einer
ausreichenden Menge definitiven Entoderms wurden die DsRed-positiven EBs gemal oben
beschriebenem Protokoll ausplattiert. Vierundzwanzig h spéter werden die angewachsenen
Zellen unter Glukosemangel (Abb. 7 B), 0,5 mM Glukose (Abb. 7 C) und 1 mM Glukose (Abb.
7 D) in Differenzierungsmedium lla (Tab. 6) und 0,75 pM Cyclopamin bis Tag 16 kultiviert.
Die Zellmorphologie der EBs wurde wéhrend des gesamten Differenzierungsprozesses taglich

mikroskopisch verfolgt.
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']
o | Diff.1la, 2% FCS
0mM

v vV vV Vv

[ Diff_ila, 2GS
0,5mM
] |
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do d3 do dio d13 di6
L A 1 L J

T T | T
Hanging Drop Suspensionskultur Monolayer

Ausplattieren der EB's
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|__AktivinA 50ng/ml__{ Glukose | [Cyclopamin0,75um_]

Abb. 7 Differenzierungsprotokoll von Sox17-DsRed unter Glukoseentzug. Sox17-DsRed
wurden ab Tag (d) 10 unter (B) 0 mM, (C) 0,5 mM und (D) 1 mM Glukose kultiviert; (A)
spontane Differenzierung (Abkirzungen s. Text).

3.2.4 Differenzierung von CGR8-Zellen zu pankreatischen endokrinen Vorlauferzellen
Anhand der Sox17-DsRed-Zellen wurde ein Modell zur Gewinnung von definitivem Entoderm
etabliert; der Erfolg der Differenzierung konnte fluoreszenzmikroskopisch einfach
nachgewiesen werden. Zur Differenzierung pankreatischer Vorldauferzellen wurde ein nach
Chen et al. modifiziertes Differenzierungsprotokoll verwendet und die unveranderte
Schwesterlinie der Sox17-DsRed, die CGR8-Zellen, als Modellsystem gewéhlt (Chen et al.,
2009).

"
T —

do d3 Tagliche Probenentnahme dio
L L J
T T
Hanging Drop Suspensionskultur

Abb. 8 Differenzierungsprotokoll muriner ESC (CGR8 und Sox17-DsRed) unter Gabe von
Aktivin A. Verglichen wurde das Differenzierungsverhalten der beiden Zelllinien. RNA-
Probenentnahme an Tag (d) 0, d 4-10 sowie tégliche lichtmikroskopische Kontrolle.

Um Unterschiede in der Differenzierungsgeschwindigkeit festzustellen, wurden ESCs beider
Linien mit CDM und 50 ng/ml Aktivin A im hanging-drop zu EBs formiert und an Tag 3 in
Suspensionskultur tberfiihrt. Tagliche Probenentnahmen wurden durchgefihrt, um in RT- und

realtime PCR den Anstieg des Markers fiir definitives Entoderm, Sox17, zu detektieren.
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3.2.5 Einfluss von physiologischen Glukose-Konzentrationen auf die pankreatische
Entwicklung

Guillemain et al. verwiesen in ihrer Publikation 2007 auf eine optimale Konzentration von 5-10
mM  Glukose im Kulturmedium, um eine ausreichend hohe Menge pankreatischer
Vorlauferzellen zu erreichen (Guillemain et al., 2007). Die beschriebenen Experimente wurden
an explantierten, sich differenzierenden embryonalen Ratten-Pankreata durchgefiihrt. In den
folgenden Experimenten wurden CGR8-Zellen gemdR dem in Abb. 9 gezeigten Protokoll
differenziert und mit 5 und 10 mM Glukose von Tag 0-12 und Tag 3-8 konfrontiert. Die Wahl
dieser zwei Konzentrationen wurde zum einen in Anlehnung an die Versuche der Arbeitsgruppe
um Guillemain gewahlt, welche ein Differenzierungsoptimum bei 5 und 10 mM beschrieb. Zum
anderen liegen die physiologische Glukosekonzentration eines erwachsenen Menschen bei 5
mmol/l und die maximale Rickresorptionskapazitat der menschlichen Niere (sogenannte
Nierenschwelle) fir Glukose bei 10 mmol/l, so dass die folgenden Versuche auch ihren

Vergleich mit den in vivo vorliegenden Bedingungen suchten.

@ Diff. 1,20% ECS b
I I I
Diff. Il i Diff. 1l a
B 5mM | | 5mM b
Diff. Il Diff. 1l a |>
| 5mM | 5mM
Diff. 1l i Diff. Ila '
D 10mM | | 10mM -
Diff. 1l Diff.lLa 4
| 10mM | 10mM -
do d3 d5 dé ds di2 d1i5
L L 1 L J
T T Y T
Hanging Drop Suspensions- Monolayer
kultur Ausplattieren der EB's
24h IMDM/12, 20% FCS
ARG [ Guclopaminozsuv ]  [ivaonwsaid | Glukese |

Abb. 9 Differenzierungsprotokoll von unter niedriger Glukose differenzierten CGRS8-
Zellen. CGR8 wurden gerichtet unter 5 mM (B, C) und 10 mM (D, E) Glukose von Tag (d) 0-
12 (B, D) bzw. d3-8 (C, E) kultiviert, (A) spontane Differenzierung. Probenentnahme fir RNA
an do, d3, d5, d8, d12, d15. Abkiirzungen s. Text.

Die Gabe zu verschiedenen Differenzierungszeitpunkten zielte hierbei auf die Detektion

sensibler Intervalle wéhrend der Differenzierung ab.
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3.2.6 Einfluss von hohen Glukose-Konzentrationen auf die pankreatische Differenzierung
und Detektion sensibler Intervalle

In der Literatur wurde der positive Einfluss von Glukose auf die Entstehung Pdx1-positiver
pankreatischer VVorlauferzellen beschrieben (Macfarlane et al., 1999).

Zur Austestung des Einflusses von sehr hohen Glukose-Konzentrationen zu bestimmten
Zeitpunkten auf die Differenzierung von CGR8-Zellen in die pankreatische Linie wurde anfangs
eine Konzentration von 50 mM gewahlt. Um sensible Intervalle nachzuweisen, wurden die nach
oben genanntem Differenzierungsprotokoll flir CGR8 differenzierenden Zellen in verschiedenen

Differenzierungsstadien mit dieser Konzentration behandelt (vgl. Abb. 10).

@ Diff. 1, 20% ECS |
| | | |
o—"'—"— Diff.1l iff. 11 Diff. lla

v

v

do d3 d5 dé ds di2 d1is
[ | L 1 L J
T T Y T
Suspensions- Monolayer
Hanging Drop kultur  Ausplattieren der EB‘s
24h IMDM/12, 20% FCS

AkvinASone/mi | _Cyclopamin0,75uM | | Glukosesomm | [lvaconmxB2z . EEEEE2aitd

Abb. 10 Differenzierungsprotokoll von CGR8 unter intermittierend hoher Glukosezufuhr.
CGR8 wurden gerichtet gemal dem Standardprotokoll differenziert (B), sowie unter Zugabe
von 50 mM Glukose von Tag (d) 3-8 (C), d0-5 (D) und d3-12 (E). Kontrolle: spontan
differenzierende Zellen (A). Probenentnahme an dO, d3, d5, d8, d12, d15 (RNA) und d15 IF
(Abkirzungen s. Text).

Da zudem der Einfluss von Effekten in Abhdngigkeit von der Hohe der verwendeten
Konzentration beleuchtet werden sollte, wurden die CGR8-Zellen Glukose-Konzentrationen
von 20, 30 und 50 mM ausgesetzt. Zum einen wurde hierbei die differenzierende Stammzelle
bis Tag 12 behandelt (Abb. 11), zum anderen wurden die Zellen von Tag 3 bis Tag 8 mit 20, 30
und 50 mM Glukose im Medium exponiert (Abb.12).

Die Groflie der entstehenden EBs wurde an Tag 3 und 5 dokumentiert, wobei pro Gruppe 10
embryoid bodies lichtmikroskopisch ausgemessen werden. Die Morphologie der differen-
zierenden Zellen wurde taglich lichtmikroskopisch kontrolliert und fotografiert.

Die gewonnenen Proben wurden mittels realtime-PCR auf ihr jeweiliges Differenzierungs-
stadium analysiert.
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B 20mM 1.20mM I b
iff. 11 i %
mM 1.30mM
] = =
D 50mM | 50mM I b

do d3 ds | de d8 12 | dis

[ ' 1 L J
T T Y T
Hanging Drop Suspensions- Monolayer
kultur  Ausplattieren der EB's

24h IMDM/12, 20% FCS

Ao | Ciosaminozsin |  Lavatommeeziad | Glukese |

Abb. 11 Differenzierungsprotokoll von CGR8 unter Glukosezufuhr von d 0-12. CGR8
wurden gerichtet gemall dem Standardprotokoll differenziert unter Zugabe von 20 mM (B), 30
mM (C) und 50 mM Glukose (D) von Tag (d) 0-12. Kontrolle: spontan differenzierende Zellen
(A). RNA- Probenentnahme an d0, d3, d5, d8, d12, d15 (Abkirzungen s. Text).

"™ "Tr - 5
o S— e R
—' 1l i %
1.30mM

do d3 ds | de d8 12 | dis

T T T
|
Hanging Drop Suspensions- Monolayer
kultur  Ausplattieren der EB's
24h IMDM/12, 20% FCS

Ao | Ciosaminozsi |  Lavatommeeziad | Glukese |

Abb. 12 Differenzierungsprotokoll von CGR8 unter Glukosezufuhr von d 3-8. CGR8
wurden gerichtet gemalR dem Standardprotokoll differenziert unter Zugabe von 20 mM (B),
30mM (C) und 50mM Glukose (D) von Tag (d) 3-8. Kontrolle: spontan differenzierende Zellen
(A). RNA- Probenentnahme an d0, d3, d5, d8, d12, d15 (Abklrzungen s. Text).
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3.3 MRNA-Analyse

Instrumentarium

- Agagel Mini Elektrophoresekammer
(Biometra, Gottingen, Deutschland)

- Step One Plus, real time pcr systems
(Applied Biosystems, Life Tech)

- Geldokumentationsgeréat und
Analysesoftware Biocapture (LTF
Labortechnik, Wasserburg, Deutschland)

Mastercycler gradient (Benning
700/12460) (Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland)

NanoVue Spektrophotometer (GE
healthcare, Miinchen, Deutschland)
Power Pack HC (Biorad Laboratories
GmbH, Miinchen, Deutschland)

- Thermoblock (Biometra)
- Zentrifuge 5415 C (Eppendorf)

3.3.1 RNA-Isolation

Materialien

- PBS (Phosphate buffered saline) - RNase-free DNase Set, (RDD DNA

- Qiashredder-Saulen (Qiagen N.V., Hilden, Digest Buffer, RNase-free DNase-I)
Deutschland)) (Qiagen)

- RDD-Puffer (Qiagen) - RPE-Puffer (Qiagen)

- RLT-Lysepuffer (Qiagen) - RW1-Waschpuffer (Qiagen)

- B-Mercaptoethanol (Merck)

Zur Probengewinnung von Zellen im gewiinschten Differenzierungsstadium wurde das Medium
der entsprechenden Kulturschale abgesaugt und anschlieRend zweimal mit PBS gewaschen. Die
am Boden haftenden Zellen wurden mittels 594 ul RLT-Lysepuffer abgeldst und die
Zellsuspension in ein Eppendorfgefdl zusammen mit 6 pl R-Mercaptoethanol gegeben. Bis zur
weiteren Verarbeitung der Probe konnte diese bei -80 °C gelagert werden.

Die RNA-Isolation erfolgte mit Hilfe des RNeasy Mini Kits (Qiagen) entsprechend der
Angaben des Herstellerprotokolls: pro Probe wurde eine RNeasy Sdule mit dem Lysat und
Ethanol geladen, anschlieBend erfolgte ein DNA-Verdau und nach mehrmaligem Waschen mit
oben genannten Puffern wurde die isolierte RNA in 35 pl RNase-freiem Wasser geldst. Die
Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte photometrisch. Hierbei wurde bei 260 nm die
optische Dichte bestimmt, wobei eine RNA-Konzentration von 0,04 pg/ul einer Absorption von

1,0 entsprach. Die gewonnene RNA wurde bei -80 °C gelagert.
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3.3.2 cDNA-Synthese

Materialien

- Oligo dT(12-18) N-Primer; Ldsung 50 uM in 10mM Tris-HCL, pH 8,3 (Fermentas)

- 5x Reverse Transkriptase Puffer; 250 mM Tris-HCL, pH 8,3, 250 mM KCI, 20 mM MgCl,,
50 mM DTT (Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc., Schwerte, Deutschland)

- dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP); je 10 mM (Fermentas)

- RevertAid M-MuLV Reverse Transcriptase; 200 U/ul (Fermentas)

- RiboLock RNase Inhibitor; 40 U/ul (Fermentas)

Zur Detektion exprimierter Gene ist es notwendig, die einstrangige messenger RNA (mRNA)
mittels eines Enzyms, der reversen Transkriptase, zu komplementieren. Es wurden hierbei 2 ug
RNA umgeschrieben; die Menge benétigter pl ist abhangig von der photometrisch ermittelten
Konzentration der in der Probe enthaltenen RNA. Da fiir einen 20 ul Ansatz insgesamt 11,5 pl
Losung zur Synthese bendtigt wurden, ist die fehlende Menge durch DEPC-Wasser ersetzt
worden. Dieser Ansatz wurde zusammen mit je 1 pl Oligo dT-Primer 5 min bei 65 °C im
Thermocycler inkubiert. AnschlieBend wurden je 4 ul RT-Puffer, 2 yul dNTP, 1 ul Reverse
Transkriptase und 0,5 pl RNase Inhibitor hinzu pipettiert. Hiernach wurde flir 60 min bei 42 °C
inkubiert und die Reaktion spater bei 70°C fir 10 min hitzeinaktiviert. Die erhaltene cDNA
lagerte bei -20 °C. Kontrolliert wurde der Erfolg der Synthesereaktion durch den Nachweis
eines housekeeping-Gens (Tubulin V, GAPDH), welches unabhéngig von dem

Differenzierungsgrad in allen Zellen vorliegt.

3.3.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Materialien
- 10 mM Primer Sense (s) und Antisense - Agarose (Biozym Scientific, Oldendorf,
(as); 100 mM Stammldsung 1:10 in Deutschland)
DEPC-Wasser (biomers.net GmbH, Ulm, - Ethidiumbromid 10 mg/mi
Deutschland) - GeneRuler 100p Plus DNA Ladder
- 10x Reaktionspuffer B (Solis BioDyne, (Fermentas)
Tartu, Estland)) - HOTFIREpol DNA Polymerase; 5 U/ul
- 10x Reaktionspuffer B2 (Solis BioDyne) (Solis BioDyne)
- 10x Reaktionspuffer BD (Solis BioDyne) -  Reinstwasser
- 2,5mM dNTP-Mix (Solis BioDyne) - Taq (Firepol) DNA Polymerase; 5 U/ul
- 25 mM MgCI, (Solis BioDyne) (Invitrogen, Life Tech)

- 6x DNA Ladepuffer (Solis BioDyne)

Um den Erfolg der Differenzierung zu prifen, ist es moglich, die Transkription von bestimmten

Genen, die fiir die jeweilige Entwicklungsstufe charakteristisch sind, per PCR nachzuweisen.
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Die gewonnenen Amplifikate wurden durch eine anschlieRende Gelelektrophorese anhand ihrer
GroRe aufgetrennt. Mittels eines Standards (DNA-Leiter) konnte die GroRe der PCR-Produkte

bestimmt werden.

25 ul PCR-Ansatz (Bsp. TubV)
e 16,35 pl Reinst-Wasser
e 2,5 pl 10x Reaktionspuffer (BD)
o 2,0pul25mM MgCl,
o 2,0pul25mM dNTP-Mix
e Je 0,5 pl 10pmol Primer (s/as)
o 0,25 ul Tag FIREPOL DNA Polymerase
e 1pulcDNA

Programm: 95 °C 5 min, (95 °C 45 sec, 57 °C 45 sec, 72 °C 45 sec) x 45 Zyklen, 72 °C 10 min,
4° C Pause.

Bei allen Ansitzen wurde fiir jedes Primerpaar eine spezifische Annealing-Temperatur
verwendet und die Mengenverhaltnisse der Ingredienzien optimiert (s. Tab. 7, Anhang). Fir
einige Gene (z.B. Pdx1) ist es notwendig, eine sensitivere Polymerase mit einem anderen

Programm zu verwenden.

25 pl PCR-Ansatz (Bsp. Pdx1)
e 12,75 pl Reinst-Wasser
e 2,5 pl 10x Reaktionspuffer (B2)
e 25 ul25mM MgCl,
e 2,0ul25mM dNTP-Mix
e Je 1 pl 10 pmol Primer (s/as) s. Tab. 7
e 0,25 ul HOT-FIRE DNA Polymerase
e 3ulcDNA

Programm: 95 °C 15 min, (95 °C 45 sec, Primer-spezifische Annealing-Temperatur 45 sec, 72
°C 45 sec) x 45 Zyklen, 72 °C 10 min, 4 °C Pause

3.3.4 Gelelektrophorese

Zur Erhaltung eines 2%igen Agarose-Gels wurden 2 g Agarose zu 100 ml TAE gegeben und bis
zur vollstdndigen Verflussigung erhitzt. Nach kurzzeitiger Abkihlung wurden 3 pl
Ethidiumbromid untergemischt und das Gel gegossen. Nach vollstandiger Aushéartung bei
Raumtemperatur konnten die PCR-Produkte auf das Gel in der mit TAE-Puffer gefillten
Elektrophoresekammer aufgetragen werden. Je 8 pl der PCR-Probe wurden mit 3 ul 6x-

Ladepuffer vermischt und in die Taschen des Agarosegels gegeben. Die Auftrennung erfolgte
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bei 100 V, 0,1 A fur 30 min. Das Ergebnis wurde anschliefend unter UV-Licht mittels
Geldokumentationsgerét und Analysesoftware detektiert und analysiert.

3.3.5 Quantitative PCR (gPCR, realtime)

Instrumentarium

- Step One Plus Real Time PCR System (Applied Biosystems, Life Tech)

Materialien

- Faster Thermal Cycling Plates 98-well PowerSYBR Green PCR Master Mix

(Applied Biosystems) (Applied Biosystems)
- Optical Adhesive Covers (Applied - Realtime-PCR Primer s/as 10 mM
Biosystems) (biomers.net GmbH)

- RNase freies Wasser (Qiagen)
Zur quantitativen Bestimmung von PCR-Produkten ist eine sogenannte realtime-PCR
durchzufuhren. Ein Fluoreszenzfarbstoff, hier das SYBRGreen, wird an die doppelstrangige
DNA gebunden. Durch die Messung der gewonnenen fluoreszenten Amplifikate eines Gens in
Echtzeit und der Ermittlung des PCR Zyklus, in welchem die Fluoreszenz einen Mindestwert

tiberschreitet, kann man auf die Menge des exprimierten Gens schlieRen.

Das jeweilige Gen wurde mit Hilfe eines housekeeping-Gens (GAPDH), welches in nicht- und
differenzierten Zellen gleichermaRen exprimiert wird, normalisiert, um durch unterschiedliche
RNA-Mengen der Proben entstandene Fehler zu kompensieren. Um Pipettierfehler zu
verringern, wurde jede Probe dreimal aufgetragen, vermessen und ein Durchschnittswert
gebildet (technische Replikate). Die relative Quantifizierung erfolgte gemaR einer flr den

jeweiligen Primer (Tab. 8) spezifischen Standardkurve.

20 ul gPCR-Ansatz
e 10 ul SYBRGreen
e 8 pl RNase freies Wasser
o Je 0,5l 10 pmol/ul Primer (s/as) s. Tab. 8
e 1pulcDNA

Programm: 95 °C 10 min, (95 °C 15 sec, 60 °C 1 min) x 45 Zyklen, 95 °C 15 sec, 60 °C 1 min,
95 °C 15 sec

Die gewonnenen Daten wurden anschlieBend graphisch dargestellt. Da wvon allen
Differenzierungsversuchen zwei Wiederholungen durchgefiihrt wurden, erfolgten anschlieRend
die Berechnungen der einzelnen Mittelwerte und die Auftragung derselben unter Einschluss
eines Standardfehlers. Um den Verlauf der Expression der gesuchten Gene Sox17, Sdf1, Pdx1

und Ngn3 sowie NeuroD6 darzustellen, wurden die Expressionswerte mit der Kontrolle
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(spontan differenzierte ESC) verrechnet und graphisch dargestellt. Mittels Sigmaplot wurden
diese Daten weiter ausgewertet und durch die Anwendung eines t-Tests auf Signifikanz
tberprift.

3.4 Immunzytochemischer Nachweis

In jedem Stadium ihrer Differenzierung haben die Zellen ein spezifisches Expressionsmuster
welches nicht nur auf mMRNA-, sondern auch auf Proteinebene nachgewiesen werden kann. Um
letztere zu detektieren wurden fluoreszenzmarkierte Antikorper benutzt, die, nach spezifischer
Bindung an das gewiinschte Protein, selbiges mikroskopisch sichtbar machen kénnen. Bei der
indirekten Immunfluoreszenzfarbung bindet ein primarer Antikérper an das gesuchte Epitop
und ein sekundarer Antikorper, der wiederum an ein Fluorochrom (Alexa 488) gekoppelt ist,
bindet an den ersten. Durch Bestrahlung des Praparates in einem Wellenbereich von 499 nm

kommt es schliellich zu einer Emission von grinem Licht (519 nm).

Instrumentarium:

- Biozero BZ-8100E (Keyence, Neu-Isenburg, Deutschland) und Software BZ-Analyser

Materialien

- Dako Mounting Medium (Dako, Hamburg,

PBS (Phosphate buffered saline)

Deutschland ) - PFA 4 % (Sigma-Aldrich)
- Hoechst 33342 (Invitrogen); fiir die - Pinzette
Stammlésung (50 pg/ml) werden 1 mg - Primére und sekundére Antikorper (Tab.9)

20 ml Reinst-Wasser geldst. Arbeitslosung - Triton X-100 (Sigma-Alderich)
(5 pg/ml) durch Verdiinnung 1:10 mit - Ziegenserum 1 %, 3,5 % (Invitrogen)
Reinst-Wasser

- Obijekttrager: Starfrost adhésiv, 76x26 mm

(Heinemann)

Zur Herstellung der Praparate wurden die EBs auf mit Gelatine beschichteten Deckglaschen
ausgesetzt und weiter gemal Protokoll differenziert. Am Tag der Probenentnahme wurde das
Medium abgesaugt und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Zur Fixierung der Zellen
wurden 2 ml einer 4%igen PFA-L6sung fur 20 min auf das Préparat gegeben und abermals mit
PBS gewaschen. Um ein Austrocknen des Praparats zu verhindern, wurde das letzte PBS
belassen.

Die Féarbung der Prdparate erfolgte in einer Feuchtkammer. Zur Blockung unspezifischer
Epitope wurde das Préparat mit 1 %igem Ziegenserum und 0,1 % TritonX fir 30 min und
anschlieend mit 3,5 %igem Ziegenserum fur weitere 30 min behandelt, da es sich bei den
verwendeten Antikérpern um nukledre Epitope handelte. Vor der Inkubation mit dem priméren

Antikorper wurde abermals dreimal mit PBS gewaschen. Je 100 pl der Antikdrpersuspension
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(jeweils entsprechend der Herstellerangaben verdiinnt) wurden fir 45 min bei 37 °C auf dem
Préparat belassen. Wieder wurde mit PBS gewaschen. 100 pl des sekunddren Antikorpers,
ebenfalls  entsprechend verdiinnt, wurden fir 30 min bei 37 °C hinzugegeben. Nach
abermaligem Waschen erfolgte die Kernfarbung mit 100 pl Hoechst 33342 bei Raumtemperatur
far 8 min. Nun wurde dreimal mit PBS und ein letztes Mal mit Reinstwasser gewaschen.
Letzteres verhinderte die Bildung von Salzkristallen bei der folgenden Einbettung. Jetzt wurde
der Objekttrager beschriftet, ein Tropfen Dako Mounting Medium platziert und das abgetropfte
Deckglaschen vorsichtig darauf gesetzt. Uber Nacht hartete das Préaparat aus, um nach 24 h mit
klarem Nagellack umrandet zu werden. Bei 4 °C wurde es nun bis zur mikroskopischen

Untersuchung dunkel gelagert.

Die Analyse erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskop.
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4.1 Erh6hung des Anteils an definitivem Entoderm am Modell der transgenen murinen
ES-Zelllinie Sox17-DsRed

4.1.1 Charakterisierung der Sox17-DsRed

Die murine embryonale Stammzellinie Sox17-DsRed ist durch eine transgene Modifikation
gekennzeichnet. Sox17-DsRed exprimierende Zellen enthalten nur ein Allel fir Sox17; das
zweite Allel enthalt, kontrolliert von seinem nativen Promotor, neben einer Puromycinresistenz
das DsRed (Discosoma species). Bei Expression von Sox17 nach Differenzierung in Zellen des
definitiven Entoderms werden diese Zellen durch rote Fluoreszenz erkennbar. Eine Kultur der
Stammzellen unter Gabe von G418 selektiert die genetisch verdnderten Zellen und dient somit

zum Erhalt der transgenen Expression.

Die Insertion des Expressionsvektors der Sox17-DsRed-Linie konnte mittels PCR nachgewiesen
werden. Schon in der embryonalen Stammzelle konnte das Intron (berspannende Transkript
durch einen entsprechend designten Primer bei 654 bp aufgezeigt werden (Abb. 13).

Transkript Negativ-
mit Intron kontrolle

Sox17-DsRed CGR8

Sox17-
DsRed
CGRS8

Abb. 13 Vergleich der embryonalen Stammzellen Sox17-DsRed und CGR8 als Stammzelle
und in zu definitivem Entoderm differenzierten Zustand. (a) In den Sox17-DsRed konnte
stets die transgene Modifikation nachgewiesen werden. Negativkontrolle: Wasser. (b) DsRed-
positive Zellen an Tag 9. (c) Kein Nachweis DsRed unter den CGR8 (Malistab: 200 pum).

In den embryonalen Stammzellen der Sox17-DsRed wurde das neue Transkript exprimiert.
Sowohl in undifferenziertem als auch differenziertem Zustand konnte die transgene
Modifikation auf RNA-Ebene nachgewiesen werden. Die unverénderte Schwesterlinie CGRS,
welche dem Wildtyp muriner ES-Zellen entspricht, zeigte keinerlei Expressionsmuster.
Fluoreszenzmikroskopisch konnte das DsRed an Tag 9 nur bei den transgenen Zellen detektiert

werden. Der Wildtyp zeigte erwartungsgemald keinerlei fluoreszentes Verhalten.

Die Pluripotenz der beiden murinen ESC-Linien wurde mittels alkalischer Phosphatase-
Reaktion Uberpruft. Lichtmikroskopisch entsprach die Zellmorphologie dem typischen

Charakter einer embryonalen Stammelle: das Kern-Zytoplasma-Verhaltnis war mit einem nur
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schmalen Zytoplasmasaum stark zu Gunsten des Zellkerns verschoben, die Zellen wuchsen
dicht nebeneinander und zeigten ein uniformes Erscheinungsbild (Abb. 14 (a) und (c)).

Nach Behandlung mit Naphtol-AS-Bl-Phosphat féarbte sich der Giberwiegende Teil der Zellen in
einem leuchtenden rot, zeigte das Vorhandensein der alkalischen Phosphatase an und wies

damit auf die Pluripotenz der ESC hin.

Sox17-DsRed CGRS8

oy P

ESCungefarbt

AP-Farbung

Abb. 14 Murine embryonale Stammzellen in Kultur (a, ¢) und nach Farbung gemal der
alkalischen Phosphatasereaktion (b, d). Die Zellen zeigen sich (iberwiegend rot geférbt.
Vereinzelt sind ungefarbte morphologisch abweichende differenzierte Zellen sichtbar (MalRstab:

100 pm).

4.1.2 Einfluss der small molecules IDE1 und IDE2
Ziel der folgenden Versuche war es, die Differenzierungseffizienz und damit die Ausbeute an
definitivem Entoderm zu erhdhen, um eine bessere Grundlage fir die Gewinnung von

pankreatischen Vorlauferzellen zu erlangen.

Die Zellen wurden hierbei nur mit 50 ng/ml Aktivin A sowie der Kombination aus Aktivin A
und 5 uM IDE1 oder IDE2 behandelt. Die letzte Gruppe bildete die Kombination aller 3
Wachstumsfaktoren. Als Kontrollgruppe dienten Zellen, die unter 20 % FCS spontan
ausdifferenzierten. Alle EBs wurden an Tag 3 gemaR Protokoll in Suspensionskultur gebracht
und anschlief3end taglich bis zu Tag 10 auf DsRed kontrolliert.

Aus allen Gruppen wurden Proben zur Analyse des Expressionsmusters auf RNA-Ebene
entnommen. An Tag 9 zeigte sich ein der Fluoreszenz dquivalentes Bild: in allen vier Gruppen,
unabhéngig von der Behandlung mit IDE1 oder IDE2, konnte die Expression von Markern des
definitiven Entoderms Sox17 und CXCR4 nachgewiesen werden (Abb. 15). Der Anteil an
extraembryonalem Entoderm, reprasentiert durch Sox7, konnte durch keines der small

molecules vermindert werden. Die Konsequenz aus diesen Resultaten ziehend, wurde in den
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folgenden Versuchen nur Aktivin A (50 ng/ml) zur Erlangung von definitivem Entoderm

verwendet.

EB d9

TubV

Sox17

Sox7

Act. A
Act. A+
IDE1
Act. A+
IDE2
Act. A+
IDE1+2

Abb. 15 RT-PCR, Probenentnahme an Tag (d) 9 der Suspensionskultur. In allen 4 Gruppen
wurde ein &hnliches Expressionsmuster der Marker fur definitives Entoderm (Sox17, Cxcr4)
beobachtet. TubulinV diente der Kontrolle des Erfolgs der cDNA-Synthese. Der Anteil an
extraembryonalem Entoderm wurde durch Sox7 reprasentiert.

Mit Ausnahme der spontan differenzierenden Gruppe, welche einen deutlich gréReren
Durchmesser aufwies, aber weitaus weniger DsRed, zeigten sich die gerichtet differenzierten
EBs allesamt deutlich kleiner. Hinsichtlich des DsRed waren zwei Peaks zu verzeichnen. Der
erste, kleinere Peak trat in allen Gruppen an Tag 5 auf (Abb. 16 (g-j)). Der zweite, weitaus
grolere Anstieg der DsRed-Expression, zeigte sich zwischen Tag 8 und Tag 9. Es konnte
fluoreszenzmikroskopisch kein Unterschied zwischen der Differenzierung unter alleinig Aktivin
A und dem Zusatz eines small molecules verzeichnet werden. Auch die Kombination aller 3

Faktoren erbrachte keinen verstarkenden Effekt.
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Spontane Aktivin A 50ng/ml Aktivin A 50ng/ml Aktivin A 50ng/ml
Differenzierung Aktivin A 50ng/ml +IDEL S5pg/ml +IDE2 5pg/ml +IDEL +1DE2 je 5pg/ml
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Abb. 16 Fluoreszenzmikroskopischer Vergleich des Anteils an DsRed (rot) der sich
differenzierenden EBs. Das Maximum des Anteils rot fluoreszierender Zellen wurde zwischen
Tag (d) 8 und 9 beobachtet (Mal3stab: 100 um).

4.2 Einfluss niedrigster Glukosekonzentrationen auf die Entstehung von definitivem
Entoderm

Es ist schon ladnger bekannt, dass die Versorgung mit Né&hrstoffen wahrend der pranatalen
Entwicklung essentiell fir die Entwicklung von beta-Zellen ist. Unterernghrung fihrt zu einer
Abnahme der Anzahl zukiinftiger beta-Zellen. Der Einfluss von 0,5-10 mM Glukose auf das
sich entwickelnde Pankreas wurde bereits an explantierten E13.5 Rattenpankreata in vitro
untersucht (Guillemain et al., 2007). Es liegen jedoch keine Ergebnisse hinsichtlich der
Bedeutung von niedrigsten Glukose-Konzentrationen wéhrend der Differenzierung von

embryonalen Stammzellen vor.
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Um einen gesicherten Anteil an definitivem Entoderm als Ausgangssituation der Versuche zu
haben, wurden abermals die Sox17-DsRed verwendet. Nach erfolgreicher fluoreszenz-
mikroskopischer Prufung auf das Vorhandensein von DsRed, dem Indikator der Existenz von
definitivem Entoderm, wurden die EBs auf 0,1 % Gelatine ausplattiert.

1ImM

Abb. 17 Nach etabliertem Protokoll differenzierte DsRed-positive Zellen. Sie wurden an
Tag (d) 9 ausplattiert und ab d 10 mit 0, 0.5, und 1 mM Glukose behandelt. Das drastische
Zellsterben wurde vor allem in den ersten Tagen deutlich. Bild (a), (f), (k): Outgrowth der EBs
vor Glukoseentzug. 2 Tage spéater existierten nur noch vereinzelte lebende Zellen ((b), (g), (1)).
Gegen Versuchsende waren alle Zellen abgestorben ((e), (j), (0)) und schwammen abgelést im
Medium (MaRstab: 100um).

Der Glukosegehalt des bis dahin verwendeten Mediums zur gerichteten Differenzierung
(chemisch definiertes Medium, CDM) betrug standardméRig 17,5 mM. Nach mikroskopisch
Uberpruftem sicheren Anwachsen auf dem Boden der Kulturschalen (Abb. 17 (a), (f) und (K))
wurde den Zellen mit stark Glukose-reduziertem Medium konfrontiert. Unter 0 mM, 0.5 mM,
und 1 mM erfolgte die weitere Kultur mit drastischen Folgen. Nach zwei Tagen Kultur unter
Glukosemangel l6sten sich in allen 3 Gruppen tber 90 % der Zellen vom Boden ihrer
Kulturschale ab und trieben sterbend im Medium (Abb. 17 (b), (g), (1)). Die Morphologie der
ubrigen Zellen veranderten sich von einem rund-kompakten zu einem langgetreckten, Auslaufer
bildendem AuReren. Wihrend der laufenden Kultur nahm ihre Anzahl weiter ab, bis bereits an
Tag 15, einem Tag vor Ende des Versuchs, keine lebenden Zellen mehr wuchsen. Eine
Probenentnahme zur Analyse des RNA-Expressionsmusters wurde somit unmoglich.
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4.3 Differenzierung von CGR8-Zellen zu pankreatischen Vorlauferzellen

4.3.1 Morphologische Veradnderungen im Verlauf der in vitro Differenzierung von
murinen embryonalen Stammzellen

Die undifferenzierten murinen embryonalen Stammzellen CGR8 zeichneten sich in Kultur
durch kleines, kompakt wachsendes AuBeres aus. Sie besaRen einen nur schmalen
Zytoplasmasaum und wuchsen in ,,Schwemmland‘“-artigen planen Verbanden auf dem Boden
der Kulturschale (Abb. 18 (a)). Mit Beginn der Differenzierung im 3D-Modell, dem hdngenden
Tropfen, formten sich gut begrenzte, Gberwiegend runde EBs, welche unter Zufuhr von Aktivin
A einen deutlich kleineren Durchmesser als ihre spontan differenzierten Pendants aufwiesen
(vgl. Abb. 18 (b) und (f)). Wahrend des Wachstums in Suspensionskultur ab dem 3.
Differenzierungstag waren immer wieder apoptotische Zellen im Umkreis der gerichtet
differenzierenden EBs zu beobachten.

Spontane o
Differenzierung

:'%- 3 Q 'y e
+ A

ESC

Gerichtete " :
Differenzierung |

Abb. 18 Verlauf der spontanen und gerichteten Differenzierung der murinen embryonalen
Stammezelllinie CGR8. (b), (f) EB in Suspensionskultur an Tag 3; (c), (g) EB mit Outgrowth,
(h) Bildung neuronaler Zellen; (i) inselartige Cluster (Markierung); (d), (e) bunte Mischung
Zellen verschiedenster Morphologie (Maf3stab: 100um).

Der Beginn der Kultur als Monolayer erfolgte an Tag 5. Die zunehmende Differenzierung der
Zellen zeigte sich im so genannten Outgrowth, welcher sich am Rand der anwachsenden EBs
bildete. Der direkte Kontakt der Zellen zu den Zusédtzen des Mediums fihrte zu einer
Veranderung ihrer Morphologie und offenbarte die Unterschiede zwischen spontaner und
gerichteter Differenzierung. In der Gruppe gerichtet differenzierender Zellen zeigten sich an
Tag 8 Uberwiegend neuronale und epithelartige Zellverbénde (Abb. 18 (h)). Nur selten waren
schlagende Zellcluster zu verzeichnen, die auf die Bildung von Kardiomyozyten hingewiesen
hatten. Mit zunehmendem Differenzierungsverlauf steigerte sich die Rate der apoptotischen
Zellen mit resultierender Selektion bestimmter Zelltypen, beispielsweise epithelartiger wirbel-
und kreisformiger Strukturen, welche sich aufféllig oft in der Nahe von neuronalen Strukturen
formierten (Abb. 18 (i)).
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Die spontan differenzierenden Zellen hingegen zeichneten sich durch Gberwiegend in Form und
GroRe unstete, weitgehend Fibroblasten-dahnliche Verbande und eine Uberaus geringere
Apoptoserate aus.

4.3.2 Vergleich der Zelllinien CGR8 und Sox17-DsRed beziiglich des Zeitpunktes der
Entstehung von definitivem Entoderm

Das Modell der bei Differenzierung zu definitivem Entoderm rot fluoreszierenden Sox17-
DsRed-Zellen hatte sich bei der Etablierung eines optimalen Aktivin A gestutzten Protokolls
bewahrt. Flr den nachsten Schritt, die Gewinnung pankreatischer Vorlauferzellen, wurde in
dieser Arbeit die Schwesterlinie CGR8 verwendet. Um bestmdgliche Voraussetzungen fur das
spater etablierte Differenzierungsprotokoll zu schaffen, war es notwendig, eventuelle

Unterschiede im Sox17-Expressionsmuster der beiden Zelllinien zu detektieren.

Hierzu wurden beide Linien geméal3 des schon beschriebenen hanging-drop Protokolls zu EBs
geformt und in Suspensionskultur gebracht. Die ersten Unterschiede waren hierbei in GréRe und
Aussehen der EBs zu beobachten (Abb. 19). Die aus den Sox17 geformten EBs erschienen
morphologisch weniger kompakt und nahmen mit der Zeit weniger an Gréfke zu. Ganz im
Gegenteil zu den stetig wachsenden CGR8 ldsten sich bei den Sox17-stammigen EBs zusehends
sterbende Zellen aus dem Verband, so dass am 10. Tag die urspriinglich runde Form (vgl. Abb.
19 (f) und (j)) nur noch zu erahnen war. Jeder Wechsel des Mediums verstérkte diesen VVorgang
zusehends. Die CGR8 hingegen zeigten sich weniger fragil und von mechanischen Belastungen
weitgehend unbeeindruckt (Abb. 19 (b)-(e)).

Abb. 19 Vergleich des Wachstums der CGR8 (a-e) und Sox17 (f-j). CGR8-stdammige EBs
zeigten sich kompakter, grofier und gegentiber mechanischen Belastungen stabiler (Malistab:
100 pm).

Um die Differenzierungsfahigkeit der beiden murinen embryonalen Stammzelllinien
hinsichtlich der Ausbeute an definitivem Entoderm zu vergleichen, wurde die Expression der
stellvertretenden Gene fur definitives Entoderm, Sox17, und extraembryonales Entoderm, Sdfl,

qualitativ und quantitativ mittels RT- und realtime-RT-PCR analysiert.
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In der qualitativen Analyse auf das Vorhandensein von definitivem Entoderm zeigten die
CGR8-Zellen einen 6 Tage friheren Expressionsanstieg von Sox17, wobei die starkste Bande
an Tag 6 nachgewiesen werden konnte (Abb.20 (A)). Bei den Sox17-DsRed hingegen wurde
erwartungsgemal erst an Tag 9 das Vorhandensein von definitivem Entoderm verzeichnet
(Abb. 20 (B)). Bei den embryonaler Stammzellen und an Tag 4 bei den Sox17-DsRed
erschienen die Banden nicht auf der erforderlichen, durch die Positivkontrolle reprasentierten
Hohe von 304 Basenpaaren. Der Marker des extraembryonalen Entoderms, Sdfl, wurde von
den CGRS8 auch zeitiger (ab Tag 4) exprimiert. Die Sox17-DsRed hatten auch beziglich dieses
Gens ihren Expressionspeak an Tag 9, konnten aber schon an Tag 4 bis 6 schwache Sdfl-

Banden vorweisen.
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Abb. 20 Repréasentative Transkriptdaten der Expression der Marker Sox17 und Sdfl in
CGR8 (A) und Sox17-DsRed (B) stammigen EBs. (A/B) ESC: undifferenzierte Zellen der
jeweiligen Linie, Tag (d) 4-10 in Suspensionskultur unter Einfluss von Akt. A (50 ng/ml)
differenziert. TubV (452 bp): Kontrolle der cDNA-Synthese, Sox17 (304 bp): definitives
Entoderm, Sdfl (396 bp): extraembryonales Entoderm, (-): Negativkontrolle, (+):
Positivkontrolle. (C/D) Relativer mMRNA-Gehalt in CGR8 (grau) und Sox17-DsRed (schwarz)
im Verhéltnis zur Expression von GAPDH (housekeeping-gen). (E) Verhéltnis von definitivem
Entoderm (Sox17) zu extraembryonalem Entoderm (Sdf1).

Die quantitative Bestimmung des Anteils an Sox17 erbrachte ahnliche Ergebnisse. Die

Betrachtung der Markerexpression im Verlauf zeigte bei beiden Zelllinien einen starken Anstieg
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und anschlieRend langsamen Abfall von Sox17. Den grofiten Anteil exprimierten die CGR8 an
Tag 4 und 5, wahrend die Sox17-DsRed an Tag 9 ihr Maximum aufwiesen (Abb. 20 (C)).
Langsamer stieg in beiden Gruppen der Anteil an extraembryonalem Entoderm, représentiert
durch Sdfl (Abb. 20 (D)). Da ein Teil der extraembryonalen Zellen auch Sox17-positiv ist,
wurde der Sox17-Anteil ins Verhaltnis zu dem Anteil an Sdfl gesetzt, um den wirklichen Anteil
an definitivem Entoderm darzustellen (Abb. 20 (E)). Hier zeigte sich bei den CGR8 eine
schnelle Differenzierung der Zellen mit einem starken Anstieg des definitiven Entoderms an
Tag 4, welcher im weiteren Verlauf flach abfiel. Die Differenzierung der Sox17-DsRed konnte
erst an Tag 9 ahnlich hohe Expressionswerte aufweisen.

Anhand des Expressionsmusters der CGR8 wurde das Differenzierungsprotokoll der folgenden
Versuche angepasst. Basierend auf einem Protokoll von Chen et al. wurde der
Ausplattierungszeitpunkt eingedenk des Sox17-Peaks zwischen Tag 4 und 5 auf Tag 5
verschoben (Chen et al., 2009). Somit verkirzte sich, wie im Kapitel 3.2.1. beschrieben, das
bestehende Protokoll der Sox17-DsRed, laut dessen Verlauf die EBs bis Tag 9 in
Suspensionskultur verweilten, um 4 Tage. Die folgenden Versuche wurden nun mit neuem

zeitlich kirzeren Protokoll und der murinen embryonalen Stammzelllinie CGR8 durchgeftihrt.

4.3.3 Einfluss von physiologischen Glukose-Konzentrationen auf die Entstehung
pankreatischer Vorlauferzellen

Im Folgenden wurde anhand der CGR8 der Einfluss von physiologischen Glukose-
Konzentrationen auf das sich zu pankreatischen Vorlauferzellen ausdifferenzierende
Stammzellmodell untersucht. Die gewéhlten Glukose-Konzentrationen bezogen sich auf die in
vivo beim Menschen als physiologisch an gesehene 5 mM hohe Blutglukose-Konzentration, und
die maximale Riickresorptionskapazitat der menschlichen Niere fir Glukose, welche bei 10 mM

liegt.

Somit wurden die CGR8 laut neuem Protokoll zu pankreatischen Vorlauferzellen mit einem
modifizierten Medium, welches 5 beziehungsweise 10 mM Glukose enthielt, differenziert. Um
Glukose-sensible Zeitpunkte wéahrend der Differenzierungsetappen zu detektieren, wurden diese
Konzentrationen jeweils von Versuchsbeginn bis Tag 12 und von Tag 3 bis Tag 8 gegeben.

Enthommene RNA-Proben wurden anschlieBend per realtime-PCR analysiert.
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Spontane
Differenzierung

SmMdo-12

SmMd3-8

10mMdo-12

10mMd3-8

Abb. 21 Gerichtete Differenzierung von CGR8 unter 5 mM und 10 mM Glukose. (A) Die
Zellen wurden entweder von Tag (d) 0-12 oder d3-8 mit der jeweiligen Glukose-Konzentration
kultiviert. Als Kontrolle dienten spontan differenzierte Zellen (a-c).

(B) endothelartige Formationen an d8, reprasentativ aus der 5 mM Glukose d0-12 Gruppe.
(MaRstab: 100 pum und 50 pm).
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Bei der lichtmikroskopischen Betrachtung der Zellen wéhrend des Differenzierungsverlaufs fiel
eine endothelartige Veranderung aller gerichtet differenzierenden Zellen an Tag 8 auf, welche in
dieser Form bei den vorhergehenden Versuchen nicht beobachtet worden war (s. Abb. 21 (B a,
b)). Allerdings existierten diese Formationen nicht dauerhaft. An Tag 12 waren diese Strukturen
verschwunden und durch fibroblastendhnliche Zellstrdnge ersetzt worden, die den spontan
differenzierenden Zellen glichen (Abb. 21 (e, h, k, I)).

Wihrend des gesamten Differenzierungsverlaufs unter niedriger Glukose zeichneten sich alle
gerichtet differenzierten Gruppen durch einen hohe groRen Anteil sterbender Zellen aus, welche
nach Kultur unter der Standardkonzentration von 17,5 mM langsam geringer wurde. Neuronale
Strukturen oder inselartige Cluster traten in allen gerichtet differenzierenden Gruppen in nur
geringer Menge und erst an Tag 15 auf (Abb. 21 (k), (0)).

Nach Versuchsende wurden die gewonnenen RNA-Proben auf die Expression von spezifischen
Markern der pankreatischen Linie untersucht (Abb. 22).
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Abb. 22 Transkriptdaten der Expression von Sox17 (A, B) und Sdfl (C, D) in CGRS8 unter
5 mM (hellgrau) und 10 mM Glukose (dunkelgrau). Linksseitig (A,C) die gemittelten Werte
aller Versuche (N=3, n=3) mit Standardfehler (SEM), rechtsseitig (B,D) Daten eines Versuchs
mit Standardabweichung als reprasentatives Beispiel.

Der Marker des definitiven Entoderms, Sox17, stieg im Laufe der Differenzierung mittels
Aktivin - A in allen gerichtet differenzierenden Gruppen innerhalb der ersten
Differenzierungstage an — im Gegensatz zu den spontan differenzierenden Zellen, welche

allesamt viel weniger Sox17 aufwiesen (Abb. 22 (A)). Bei der Mittelung der durchgefihrten
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Versuche (n=3) zeigten die Transkriptdaten den tendenziell hdchsten Sox17-Peak in der
Gruppe, welche 5 mM Glukose von Anbeginn der Differenzierung (Tag 0) bis zu Tag 12
erhalten hatte. In allen mit Aktivin A behandelten Gruppen wurde zudem eine Minderung der
Expression von Sdfl, dem Marker des extraembryonalen Entoderms, registriert. Hinsichtlich
der unterschiedlichen Glukose-Konzentration zeigten sich jedoch kaum Unterschiede (Abb. 22

(©)).
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Abb. 23 Transkriptdaten der Expression von Pdx1 (G, H) und Ngn3 (I, J) in CGR8 unter
5 mM (hellgrau) und 10 mM Glukose (dunkelgrau). (E, F) zeigen das Verhaltnis von Sox17
zu Sdfl. Linksseitig die gemittelten Werte aller Versuche (N=3, n=3) mit Standardfehler
(SEM), rechtsseitig Daten eines Versuchs mit Standardabweichung als reprasentatives Beispiel.
Nachdem das Verhdltnis von Sox17 zu Sdfl berechnet wurde, zeigte sich ein geringfiigig
hoherer Anteil an definitivem Entoderm in der Gruppe, welche von Tag 0 an unter 5 mM
Glukose differenziert wurde. Hinsichtlich des Vorhandenseins von Pdx1 (Marker der

pankreatischen Progenitorzellen) konnte bei der Mittelung der Daten kaum ein Unterschied der
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gerichteten zur spontanen Differenzierung nachgewiesen werden (Abb. 22 (G)). Auch wenn
einzelne Versuche eine Erhohung seiner Expression in einzelnen Gruppen zeigten (Abb. 22
(H)), so lieken sich diese Tendenzen in den Wiederholungsversuchen nicht nachvollziehen.
Dasselbe galt auch fur die Expression von Ngn3, welches im Mittel von 3 Versuchen auch
kaum einen Unterschied zur spontanen Differenzierung zeigte (Abb. 22 (1)).

4.3.4 Detektion von Glukose-sensiblen Intervallen wahrend der friihen pankreatischen
Differenzierung

Da die Zufuhr der moderaten Glukose-Konzentrationen 5 und 10 mM Glukose Kkeine
aulerordentlichen Effekte auf das Mal der Gewinnung pankreatischer Vorlauferzellen erbracht
hatte, wurde in den folgenden Versuchen ein anderes Extrem gewdhlt. Die differenzierenden
Zellen wurden nun mit 50 mM Glukose, dem 10 fachen der in vivo physiologisch vorliegenden

Konzentration, belastet.

Abhéangigkeit der Differenzierungseffizienz vom Zeitpunkt der Glukose-Exposition

Das erste Ziel bestand auch hierbei in der Detektion besonders Glukose-sensibler Intervalle
wahrend des pankreatischen Differenzierungsprozesses. Das Medium der gerichtet
differenzierenden Zellen wurde nun zum einen von Tag 0 bis 12, zum anderen von Tag 3 bis 5
sowie von Tag 3 bis Tag 8 mit 50 mM Glukose versetzt. Zur Kontrolle wurden spontan und
nach dem Standardprotokoll unter denselben Kulturbedingungen differenzierende Zellen
ebenfalls mittels analysiert.

Betrachtete man die Verdnderung der Morphologie der Zellen im Verlauf der 15-tdgigen
Differenzierung, so zeigten sich gegen Ende des Protokolls auffallige Unterschiede zwischen
den einzelnen Gruppen. Die spontan differenzierenden Zellen nahmen, wie schon beschrieben,
ein inhomogenes Auferes an, ein iberwiegender Zelltyp konnte nicht beobachtet werden (Abb.
24 (a, b)). Ihr Wachstum wurde nur durch die Grenzen ihrer Kulturschale begrenzt.

In den gerichtet differenzierenden Gruppen zeigten sich die grofiten Unterschiede zwischen den
gemal des etablierten (Standard-) Protokolls kultivierten Zellen und der Gruppe, welche mit 50
mM Glukose von Tag 3 bis Tag 8 kultiviert wurde (Abb. 24 (c-f)). Bei der ersteren zeigten sich
ab Tag 12 erste neuronale Strukturen, die an GroRRe und Zahl bis Tag 15 stetig zunahmen. Dem
gegenuber stand eine nur geringe Anzahl an epithelartigen Zellverbénden, welche sich
inselformig von den anderen Zellen abhoben. Versetzte man das Differenzierungsmedium
allerdings von Tag 3 bis Tag 8 mit einer hohen Glukosekonzentration, formierten sich diese
epithelartigen Verbande bereits an Tag 12, um wéhrend der verbleibenden 3 Tage an GréRe und
Anzahl zuzunehmen. Zum Ende des Protokolls waren die nahezu runden inselartigen Cluster in

dieser Form ausschlief3lich in dieser Gruppe zu detektieren (Abb. 24 (f)).
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Abb. 24 Morphologische Unterschiede wahrend der spontanen (a, b) und gerichteten (c-f)
Differenzierung von CGRS8. Zellen, die im Standardmedium differenziert wurden, wiesen
einen viel hoheren Anteil neuronaler Strukturen (d) auf als Zellen, denen 50 mM Glukose (Glc.)
von Tag 3-8 zugesetzt wurde. Letzter formierten im Gegenzug ab dem 12. Tag epithelartige
Verbande (e), welche an Tag 15 als inselartige Cluster (f) erschienen (Mafstab: 100 pum).

Die anderen Gruppen, denen die 50 mM Glukose von Differenzierungsbeginn bis Tag 12
beziehungsweise von Tag 3 bis Tag 5 beigefugt worden war, zeigten am Ende der Versuche mit
Ausnahme der schon beschriebenen hohen Apoptoserate keine besonderen Zelltypen. Hier
vermischten sich zu gleichen Teilen neuronale Strukturen mit schlagenden Clustern und

fibroblastenartigen Zellverbanden. Inselartige Formationen wurden nicht vorgefunden.
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Abb. 25 Durchmesser von embryoid bodies nach gerichteter Differenzierung mittels
Standardmedium (17,5 mM Glukose) und Zusatz von 50 mM Glukose. Betrachtet wurde
die Grolke an Tag 3 (A) und der GroRenzuwachs wéhrend der Suspensionskultur (B) (N=1,
n=10).

Um etwaige direkte Einflusse der hohen Glukose auf die EB-Bildung zu dokumentieren,

wurden die Durchmesser von jeweils 10 embyoid bodies an Tag 3 und Tag 5 ausgemessen. EBs
unter 50 mM Glukose zeigten sich von kleinerer Grofle, wuchsen aber in gleichem Mal3e wie
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ihre unter 17,5 mM kultivierten Pendants. Allein die spontan differenzierten EBs, die im Mittel
an Tag 3 zwar nur leicht groRer als die gerichtet differenzierten waren, wuchsen innerhalb der 3
Tage wahrenden Suspensionskultur auf fast das Doppelte ihrer an Tag 3 gemessenen GroRe
(Abb. 25).

Der qualitative Nachweis bedeutender Meilensteine der Differenzierung erfolgte abermals
mittels RT-PCR. In der folgenden Abbildung werden die Ergebnisse der RNA-Analyse von Tag
5, 8, 12 und 15 dargestellt.
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Abb. 26 Reprasentative Transkriptdaten im Verlauf der pankreatischen Differenzierung.
(A) spontane Differenzierung, (B) Diff. nach Standardprotokoll, (C) 50 mM Glc. Tag (d) 0-12,
(D) 50 mM Gilc. d3-5, (E) 50 mM Glc. d3-8. Gezeigt wird die Expression von Markern des
definitiven Entoderms (Cxcr4, FoxA2, Sox17), des definitiven Entoderms (Sox7), der
pankreatischen (Pdx1) und endokrinen (Ngn3, NeuroD1, Pax6) Vorlaufer sowie des neuronalen
Ektoderms (Shh). Nachweis der erfolgreichen cDNA-Synthese durch TubV (housekeeping-
gen). (-) Negativkontrolle, (+) Positivkontrolle.

Bei sdmtlichen Gruppen konnte die Expression der Marker des definitiven Entoderm Cxcr4,
FoxA2 und Sox17 nachgewiesen werden (Abb. 26). Cxcr4 konnte in allen Gruppen mehr oder
minder stark zu jedem Zeitpunkt nachgewiesen werden, zeigte jedoch an Tag 5 in den beiden
Kontrollgruppen die starkste Bande, wahrend die mit hoher Glukose behandelten Gruppen erst
Tage spater in diesem Umfang exprimierten. FOXA2 hingegen zeigte zwei Expressionspeaks,
der erste zeigte sich besonders stark an Tag 5 und 15 in der mit 50 mM Glukose von Tag 0 bis
12 behandelten Gruppe (C). Behandelte man von Tag 3 bis 8 (E), war an diesen Tagen nur eine

schwache Bande zu verzeichnen. Vergleicht man die gerichtet differenzierten Zellen



4 Ergebnisse

untereinander, wurde Sox17 in dieser Gruppe am starksten an Tag 5 exprimiert. Ein Marker des
extraembryonalen Entoderms, Sox7, konnte hier von der Stammzelle an in jeder Gruppe,

unabhéngig von gerichteter oder spontaner Differenzierung, nachgewiesen werden.

Pdx1, stellvertretend fiir das VVorhandensein pankreatischer VVorlauferzellen, wurde am stérksten
an Tag 5 in der gerichtet differenzierten Kontrolle (B) und an Tag 15 in der von Tag 3 bis 8 mit
hoher Glukose behandelten Gruppe exprimiert. Die embryonalen Stammzellen und samtliche
Gruppen an Tag 5 wiesen Ngn3 auf, einen Marker der endokrinen Entwicklung. An Tag 8
jedoch zeigten sich die starksten Banden in den Gruppen, die Glukose von Tag 0 bis 12 (C) und
Tag 3 bis 8 (E) erhalten hatten. Gruppe C erhielt sich die starke Bande bis Tag 12 um an Tag 15
Ngn3 nur noch schwach zu exprimieren. Am Ende des Protokolls konnte die starkste
Expression dieses Markers abermals in Gruppe E verzeichnet werden. Aber auch die anderen
gerichtet differenzierten Gruppen wiesen Ngn3 auf — wenn auch in absteigender Menge. Jedoch
wurde es zu diesem Zeitpunkt auch von einer groBen Menge spontan differenzierter Zellen

exprimiert.

Pax 6, welches zu einem friihen Differenzierungszeitpunkt fur das Ektoderm, spater jedoch fir
endokrine Vorlauferzellen steht, wurde an Tag 5 in den gerichtet differenzierten Proben
herunter reguliert, wobei die schwéchste Bande in Gruppe E nachweisbar war. Die spontan
differenzierenden Zellen wiesen zu diesem Zeitpunkt den grofiten Anteil an Pax6 auf. An Tag
15 zeigt sich ein gegenteiliges Bild: die spontane Kontrolle wies keinerlei Pax6 auf, wahrend es

von den gerichtet differenzierten Zellen exprimiert wurde.

NeuroD1, ein weiterer Marker der endokrinen Vorldaufer, konnte mit Ausnahme der spontan
differenzierenden Zellen an Tag 5, jederzeit nachgewiesen werden. Sonic hedgehog (Shh),
Marker des neuralen Ektoderms, konnte an Tag 5 in Gruppe E nicht nachgewiesen werden. Drei
Tage spater, an Tag 12, wurde in dieser Gruppe eine Bande detektiert, welche weitaus kraftiger
schien als in allen anderen Gruppen. Abermals 3 Tage spater zeigten die spontan differenzierten
Zellen den groRten Anteil an Shh, wéahrend es nun in Gruppe D (50 mM Glukose von Tag 3 bis

5) nicht nachweisbar war.

Um den Anteil der Marker Sox17, Sdf1 sowie Pdx1 und Ngn3 genauer abzuschéatzen, wurde die
Expression dieser Gene mittels realtime-PCR analysiert (Abb. 27). Hierbei wurden jeweils die

einzelnen sowie das Mittel der Versuche betrachtet.

Hier zeigte sich wieder, dass in den gerichtet differenzierten Gruppen der Anteil an definitivem
Entoderm im Vergleich zur spontanen Kontrolle unter Einfluss von Aktivin A erhéht war.
Wurde 50 mM Glukose von Tag 3 bis Tag 8 hinzugefiigt, erhdhte sich die Expression von
Sox17 noch einmal (Abb. 27 (A, B)). Im Gegenzug konnte eine Senkung des Anteils an
extraembryonalem Entoderm durch Aktivin A beobachtet werden (Abb. 27 (C, D)). Nachdem
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Sox17 mit Sdfl verrechnet wurde und damit das Verhéltnis von definitivem zu
extraembryonalem Entoderm sichtbar gemacht worden war, zeigte sich im Mittel der schnellste
Anstieg der Expression von Sox17 in der letzten Gruppe (50 mM d3 bis 8).

Zellen, die von Differenzierungsbeginn mit 50 mM Glukose behandelt worden waren, wiesen
einen langsameren, aber an Tag 8 hochsten Anstieg des definitiven Entoderms auf.

>
w

0,7 N=3 0,6

! Sox17 . Sox17
x 06 0,5

b

2 0,5 g i
go Soa
3 3
g 0,4 : os
3 I B
$03 4
3 202 1 1
X 02 &
E B
[

(=}

=
=}
H

¥

d3 ds dg d12 di1s d3 ds dg di2 dis

) N=3 25
Sdfl Sdfl
0,9
=
508 z 2
307 :
306 315
05 8
@ I @
204 T g 1
203 | | T- 1 E?
<202 H I T os 7
01
0 _ifﬁf o4
d3 ds ds d12 d15 d3 ds ds d12 dis
8 N=3
, Sox17/Sdf1 Sox17/Sdf1
6
6 5
5
q
4
3
3
, 2
1 1 [
0 e 0 _M_Ltq

d3 d5 da di12 d15 d3 d5 d8 d12 d1s

O Kontrolle W Diff. nach Protokoll O 50mMd0-12 B 50mMd3-5 B50mMd3-8

Abb. 27 Transkriptdaten der Expression von Sox17 (A, B) und Sdfl (C, D) sowie das
Verhaltnis von Sox17 zu Sdfl (E, F) in unter 50 mM Glukose pankreatisch differenzierten
CGR8.

Linksseitig die gemittelten Werte aller Versuche (N=3, n=3) mit Standardfehler (SEM),
rechtsseitig Daten eines Versuchs mit Standardabweichung als représentatives Beispiel.
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Abb. 28 Transkriptdaten der Expression von Pdx1 (G, H) und Ngn3 (I, J) in unter 50 mM
Glukose pankreatisch differenzierten CGRS8. Linksseitig die gemittelten Werte aller
Versuche (N=3, n=3) mit Standardfehler (SEM), rechtsseitig Daten eines Versuchs mit
Standardabweichung als représentatives Beispiel.

Betrachtete man die Expression von Pdx1, so zeigte sich bei der Mittelung (Abb. 28 (G)) der
Versuche der hichste Peak an Tag 12 und 15 in den Zellen, welche 50 mM Glukose von Tag 3
bis 8 erhalten hatten. Dieses Ergebnis spiegelte sich in allen Einzelversuchen wieder.
Aulergewohnlich hohe Werte wie in der Kontrollgruppe an Tag 5 (Abb. 28 (H)) blieben auf
einzelne Versuche beschrankt und waren nicht reproduzierbar. Ahnliche Muster zeigte auch die
Expression von Ngn3 (Abb. 28 (1) und (J)). An Tag 15 konnte eine deutliche Erhéhung seiner
Expression in genau dieser Gruppe (50 mM Glukose von Tag 3 bis 8) in allen Versuchen
verzeichnet werden (reprasentatives Beispiel siehe Abb. 28 (J)). Mittelte man alle 3 Versuche,
zeigte sich folglich die mit Abstand héchste Expression in dieser Gruppe. An keinem anderen

Tag und in keiner anderen Gruppe konnten dhnliche Werte ermittelt werden.

AbschlieBend wurden die an Tag 15 gewonnenen immunfluoreszenzgeféarbten Proben auf das
Vorhandensein der Transkriptionsfaktoren PDX1 und NGN3 analysiert. Auch hier zeigten sich,
dhnlich den schon beschriebenen morphologischen Veranderungen, die gréfiten Unterschiede
zwischen den beiden Kontrollgruppen und den Zellen, welche mit 50 mM Glukose von Tag 3

bis 8 behandelt worden waren.
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Abb. 29 Fluoreszenzmikroskopische Darstellung von spontan (a-d) und gerichtet
differenzierten Zellen (e-1). Letztere wurden laut Standardprotokoll (e-h) sowie unter Zufuhr
von 50 mM Glukose (Glc.) von Tag 3 bis 8 (i-l) differenziert. Dargestellt sind die Kernfarbung
der Zellen mit Hoechst, die spezifische Detektion von PDX1 sowie Kontrolle von
unspezifischen Bindungen mittels DsRed bei 40- und 20facher VergroRerung (Mal3stab: 50um).

Die spontan differenzierten Zellen, welche durch ihre auferordentlich hohe Zellzahl und kleine
Zellkerne auffielen, wiesen keinerlei PDX1 auf (Abb. 29 (a-d)). Betrachtete man die laut
Standardprotokoll differenzierten Zellen, so war zum einen der hohe Anteil neuronaler Zellen
auffallig. Zum anderen lieRen sich zwar die Zytoplasmen dieser Formationen positiv anférben,
jedoch nur wenige Zellkerne, in welchem der Transkriptionsfaktor PDX1 zu erwarten gewesen
ware (Abb. 29(f)). In Zellen, welche von Tag 3 bis 5 sowie Tag 0 bis 12 mit 50 mM Glukose
behandelt worden waren, konnte keine spezifische Bindung des Antikdrpers an PDX1 gezeigt

werden.

Im Gegensatz dazu zeigten die Zellen, welche von Tag 3 bis Tag 8 der Glukose ausgesetzt
worden waren, ein anderes Bild: grofRe, epithelartige Zellen formierten sich zu Clustern und
grenzten sich somit von den angrenzenden Formationen aus kleineren Zellen ab (Abb. 30 (a-c)).
Die Zellen innerhalb dieser Cluster zeigten PDX1-positive Zellkerne, welche auBerhalb nicht zu
beobachten waren. Bei diesen Zellen farbte sich lediglich die Zellmembran griin an.

NGNS3 konnte in keiner der 5 Gruppen fluoreszenzmikroskopisch detektiert werden. Weder die

spontan noch die gerichtet differenzierten Zellen zeigten einen positiven Befund.
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Abb. 30 Fluoreszenzmikroskopische Darstellung PDX1-positver Zellen an Tag 15 nach
Behandlung mit 50 mM Glukose von Tag 3 bis 8. Zu beobachten waren clusterartige
Formationen, die sich deutlich von den umgebenden Zellen abhoben (a-c). Diese Zellen weisen
PDX1 innerhalb ihres Zellkerns auf (d). Darstellung in 10- und 40facher Vergroferung
(Mal3stab: 50um).

4.3.5 Einfluss der H6he der Glukose-Konzentration auf die Differenzierungseffizienz

Da die vorausgegangenen Experimente den Schluss nahe legten, dass Glukose sehr wohl einen
Einfluss auf die Differenzierungseffizienz von embryonalen Stammzellen in pankreatische
Vorlauferzellen hat, wurde im Folgenden ausgetestet, inwiefern diese von der verwendeten
Glukose-Konzentration abhangig ist. Da 50 mM (900 mg/dl) zu einer sehr hohen Belastung der
Zellen mit entsprechend hoher Apoptoserate fuhren und das herkdmmliche
Differenzierungsmedium 17,5 mM (315 mg/dl) Glukose enthalt, wurden die Konzentrationen
zwischen diesen zwei Endpunkten gewéhlt. Direkt verglichen wurden 20, 30 und 50 mM
Glukose.

Die vorausgegangenen Versuche zeigten aulRerdem auf, dass weiterhin der Zeitpunkt der
Glukose-Gabe untersucht werden sollte. Aus diesem Grunde wurden die oben genannten
Konzentrationen zum einen von Tag O bis 12 und zum anderen von Tag 3 bis 8 dem
Differenzierungsmedium zugegeben.

Die Darstellung der folgenden Ergebnisse zeigt die murinen embryonalen Stammzellen, deren
Medium von Differenzierungsbeginn (Tag 0) bis Tag 12 jeweils 20, 30 und 50 mM Glukose
zugesetzt wurde.
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Abb. 31 Morphologische Unterschiede im Verlauf der gerichteten Differenzierung von
Tag (d) 0-12 unter Zusatz von 20, 30 und 50 mM Glukose.

(A) Mit Zunahme der Glukose-Konzentration verloren die sich formierenden EBs sowohl ihre
runde Form, als auch ihre mechanische Stabilitat (b-d) und GroRBe. An Tag 12 nahm mit
steigender Glukose-Konzentration die Anzahl von neuronalen Zellen ab, die Anzahl toter Zellen
stieg mit der Hohe der Glukose-Konzentration (MaRstab: 100um). (B) EB-Durchmesser an Tag
3 im hanging drop.

Morphologisch zeigten sich wahrend des Differenzierungsprozesses Unterschiede zwischen den
Gruppen sowohl in der GroBe der wachsenden EBs als auch im Verlauf des
Differenzierungsprozesses. Uber die charakteristische Morphologie spontan differenzierender
Zellen wurde schon ausfiihrlich berichtet, weshalb im Folgenden nur auf die gerichtet
differenzierenden Zellen eingegangen werden soll. Nach Kontrolle der EB-Bildung an Tag 3
fiel vor allem die Form der entstandenen EBs auf: mit zunehmender Glukose-Konzentration
verloren sie zusehends ihr runde Form und schienen durch ihre aufgelockerte Konsistenz
geringfigig kleiner zu werden (Abb. 31 A (b-d), B). Viele EBs der 50 mM Gruppe dissoziierten
vollstdndig bei mechanischer Belastung, zum Beispiel beim Abspiilen an Tag 3.

Am 12. Tag der Versuche fiel bei der Betrachtung der sich differenzierenden Zellen die
Abnahme der Anzahl neuronaler Strukturen mit steigender Glukose-Konzentration auf. Die
unter 20 mM Glukose differenzierten Zellen formierten sich zu knotenartige Strukturen, von
denen dicke, grofle Neurone ausgingen, die sich in deutlich sichtbarem Abstand briickengleich

tber die anderen Zellen spannten (Abb. 31 A (f)). Unter 30 mM Glukose waren lediglich zarte
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neuronale Ausldufer auf dem Boden der Kulturschale auffindbar (Abb. 31 A (g)). Diese konnte
man in der letzten (50 mM) Gruppe nur noch selten sehen; dafir allerdings an Tag 12
wirbelartige Strukturen, welche in den letzten Tagen der Differenzierung einen zusehends
epithelartigeren Charakter annahmen (Abb. 31 A (h)). Inselartige Cluster, wie in den vorherigen
Versuchen beschrieben, waren nicht zu finden; dafur jedoch vermehrt schlagende Zellen in den
unter 20 und 30 mM Glukose differenzierten Gruppen. Der Anteil toter Zellen schien mit der

Zunahme der Glukose-Konzentration zu steigen.

Bei der Analyse der gewonnenen RNA-Proben zeichneten sich die folgenden Ergebnisse ab
(Abb. 32). Cxcr4, ein Marker des definitiven Entoderms, war in den ersten Tagen der
Differenzierung nur sehr schwach detektierbar. Erst ab Tag 8 konnte in allen gerichtet
differenzierten Gruppen eine deutliche Bande nachgewiesen werden. FoxA2 hingegen lief3 sich
in allen Gruppen, auch bei den spontan differenzierten Zellen, schon an Tag 3 aufzeigen. Die
kraftigste Expression zeigte es allerdings an Tag 5 in den mit 20 mM Glukose (B) behandelten

Zellen.
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Abb. 32 Reprasentative Transkriptdaten im Verlauf der pankreatischen Differenzierung
unter 20, 30 und 50 mM Glukose. (A) spontane Differenzierung, (B) gerichtete
Differenzierung unter 20 mM, (C) unter 30 mM, (D) unter 50 mM Glukose. Gezeigt wird die
Expression von Markern des definitiven Entoderms (Cxcr4, FoxA2, Sox17), des
extraembryonalenEntoderms (Sox7), der pankreatischen (Pdx1), hepatischen (Hnf4) und
endokrinen (Ngn3, Pax6) Vorlaufer sowie des neuronalen Ektoderms (Shh) und des Mesoderms
(Meox1). Nachweis der erfolgreichen cDNA-Synthese durch TubulinV. (-) Negativkontrolle,
(+) Positivkontrolle.
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Auch Sox17 wurde an Tag 5 in dieser Gruppe und unter 30 mM Glukose (C) nachgewiesen.
Einen weiteren Peak erfuhr dieses Gen gegen Ende des Differenzierungsprotokolls. Sox7,
Marker des extraembryonalen Entoderms, war stets in den spontan und ab Tag 12 auch in den
gerichtet differenzierten Zellen sichtbar. Der Nachweis der Existenz von pankreatischen
Vorléuferzellen durch die Expression von Pdx1 konnte nur an Tag 5 in der Kontrollgruppe
vollzogen werden. Ngn3 und Pax6 hingegen zeigten sich schwach, aber sichtbar an Tag 15 in
allen gerichtet differenzierten Gruppen. Shh, stellvertretend fiir das neuronale Ektoderm, war
von Tag 8 bis 12 in allen, an Tag 15 nur noch in den gerichtet differenzierten Gruppen
nachweisbar. Um in Hinblick auf die schlagenden Zellen das Vorhandensein von Zellen des
Mesoderms zu Uberpriifen, wurde die Expression von Meox1 semiquantitativ dargestellt. Dieses
war bis zu Tag 8 am starksten in den gerichtet differenzierenden Zellen zu finden. An Tag 12
jedoch verzeichnete die Kontrollgruppe den groBten Anteil, welcher dann mit steigender
Glukose-Konzentration abzunehmen schien. Zu Protokollende war nach Behandlung mit 50
mM Glukose (D) kein Meox1 mehr zu finden.

Im Anschluss wurden abermals die Gene Sox17, Sdfl, Pdx1 und Ngn3 quantitativ mittels
realtime-PCR analysiert (Abb. 33).
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Abb. 33 Repréasentative Transkriptdaten der Expression von Sox17 (A) und Sdfl (B) sowie
das Verhaltnis von beidem (C) nach Differenzierung unter 20, 30 oder 50 mM Glukose
von Tag (d) 0-12.

Die hdchste Expression von Sox17 wurde hierbei stets in der Gruppe mit dem niedrigsten
Glukosegehalt nachgewiesen (Abb. 33 (A)). Die Expression von Sdfl konnte abermals im

Vergleich zur Kontrolle in allen Gruppen zu Beginn der Differenzierung unterdriickt werden.
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Verglich man allerdings die gerichtet differenzierten Gruppen miteinander, so wiesen Zellen mit
20 mM Glukose von Tag 3 bis 8 den héchsten Anteil an extraembryonalem Entoderm auf (Abb.
33 (B)). Um die Zellen des extraembryonalen Entoderms aus der Betrachtung auszuschlief3en,
die Sdfl und Sox17-positiv sind, wurde Sox17 mit Sdfl verrechnet und graphisch dargestellt
(Abb. 33 (C)). Hier zeigte sich, dass der Anteil der alleinig Sox17-positiven Zellen an Tag 3 und
5 unter 20 und 30 mM Glukose am héchsten war. 50 mM Glukose, von Tag 0 an gegeben, liel}

die Zellen nur in geringem Mal3e Sox17 exprimieren.

Beim Vergleich der Transkriptdaten der Gene Pdx1 und Sox17 konnte Kkeinerlei
Ubereinstimmung zwischen den durchgefiihrten Versuchen (N=3) gezeigt werden, weshalb
diese Daten in dieser Arbeit nicht aufgefiihrt werden. Auffallig war lediglich die
aulerordentlich geringe Menge an exprimierten Pdx1 und Ngn3, welche sich kaum (ber das
Niveau der spontan differenzierten Zellen heraushob.

A
700
EB-GroRe
600
'E 500 B
% Kontrolle 700 EB-GroR
g 400 1 -GroRe
a =20mM Gle. g 000 I
P = 500
£ 300 m30mMGle. % T
s o 400 1
a 200 ®50mM Gle. g 300 -
=
100 ; 200 O
0 100
0 0
ds
C
20mM Glukose 30mM Glukose 50mM Glukose
- B b RTINS |
“:a;gr%;zy-f’
’.IV.,J‘ ‘é“; 2 2
_—y ANy ‘s
d15 Z 3Ry b;r
it N7
N ZE X0,
) %
o

’T‘:. .‘.v‘_»'

- 5 7,
xS
2 s 8

S g‘ P, -
SENEAN IR, S Pl
S L RO e ,‘U\?“ﬁs&&’«s’b‘%. Man i

Abb. 34 Darstellung des EB-Wachstums nach Exposition mit 20, 30 oder 50 mM Glukose
ab Tag (d) 3. (A) In der Zeit des héngenden Tropfens (d0-3) wurden die Zellen mit
Standardmedium (17,5 mM Glukose) kultiviert. Erhéhung der Glukose-Konzentration fiihrt zu
einer GroRenminderung (B). GroRenverhéltnisse der einzelnen Gruppen mit Standard-
abweichung (N=2, n=20). Ab einer Glukose-Konzentration von 30 mM waren entstandene EBs
dreimal kleiner als die spontan differenzierte Kontrolle. (C) Kultivierung im Monolayer an d15.
Abnahme der Anzahl neuronaler Zellen mit zunehmender Glukose-Konzentration (MaRstab:
100 pm).
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Im Anschluss wurde die Abhéngigkeit der Glukose-Konzentration auf die pankreatische
Differenzierung wahrend der Tage 3 bis 8 analysiert, da dieser Zeitraum laut der
vorhergehenden Versuche als besonders Glukose-sensibel erachtet wurde.

Hier kam es nach der Behandlung mit den besonders hohen Glukose-Konzentrationen ab Tag 3
zu einem sehr hohen Zellsterben. Die betroffenen EBs erfuhren eine starke
Wachstumsretardierung und zeigten an Tag 5, nach zweitagiger Glukose-Exposition, lediglich
ein Drittel der GroRe der Kontrollgruppe (Abb. 34 (B)). Im Hinblick auf ihren Durchmesser an
Tag 3 hatten die EBs sogar an GrolRe verloren, wobei hierbei kaum ein Unterschied zwischen
der Gruppe unter 30 und 50 mM Glukose festgestellt wurde (Abb. 34 (A)). Unter 20 mM
Glukose differenzierte Zellen nahmen weiter an Grof3e zu.

Betrachtete man die Zellen, die die Kulturschalen an Tag 15 bevdlkerten, zeigte sich in der
Gruppe mit der niedrigsten Glukose ein bekanntes Bild: Zellen, welche von Tag 3 bis 8 unter 20
mM Glukose gewachsen waren, formierten sich vermehrt zu neuronalen Strukturen. Kleine
Zellen wuchsen tbereinander und bildeten hiigelférmige Cluster, welche durch kraftige, aus
mehreren Zellen bestehende neuronale Auslaufer miteinander verbunden schienen (Abb. 34 (C,
a)). Mit Zunahme des Glukose-Gehaltes des Mediums wurden diese Strukturen immer weniger.
So zeigten sich unter 30 mM Glukose nur noch zarte neuronale Ausldufer, welche sich kaum
Uber den Boden der Kulturschale hinaushoben. Im Gegensatz zu den vorhergehenden
Versuchen konnte jetzt allerdings ein héherer Anteil toter Zellen beobachtet werden, welcher
auch noch 7 Tage nach Beendigung der Glukose-Belastung auftrat (Abb. 34 (C, b)). Dieses
hohe Zellsterben war bei Belastung mit 50 mM Glukose noch héher. In dieser Gruppe l6sten
sich im Verlauf der Differenzierung ganze ,,Zellteppiche* vom Boden der Kulturschale. In die
entstandenen Liicken wuchsen epithelartige Verbande, welche sich von den (lbrigen Zellen
durch ihr dunkleres Zytoplasma und gréReren Zelldurchmesser abgrenzten (Abb. 34 (C, c¢)). Bei
lichtmikroskopischer Betrachtung in einer starkeren VergroRerung war zudem die
rosettenférmige Anordnung dieser Zellen auffallig (Abb. 35 (b)). Derartige Formationen

konnten in keiner anderen Gruppe beobachtet werden.
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Abb. 35 Epithelartige Zellverbande am 15. Tag der Differenzierung nach Gabe von 50
mM Glukose von Tag 3-8. Auffallig war der Anteil an Zellen, welche rosettenférmig
aufeinander zuliefen (Mal3stab: 50 pum).
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Aufgrund der morphologischen Ahnlichkeiten zu den Versuchen, in welchen die Abhangigkeit
der Differenzierungseffizienz von dem Zeitpunkt der Glukose-Gabe (50 mM) untersucht

worden war, wurden nun die gewonnenen RNA-Proben gleich quantitativ analysiert.

Es wurde hierbei die Expression von Sox17 und Sdfl im Hinblick auf den Anteil an definitivem
Entoderm sowie Pdx1 und Ngn3 zur Analyse des Anteils pankreatischer Vorlauferzellen
untersucht. Wegen des hohen Anteils an neuronalen Zellen wurde stellvertretend fur das
neuronale Ektoderm die Expression von NeuroD6 uberpriift.

Analysierte man die Transkriptdaten der Expression von Sox17, dem Marker des definitiven
Entoderms, so war die Tendenz auffallig, dass es an Tag 5 mit steigender Glukose-
Konzentration im Differenzierungsmedium zu einer Erhéhung seines Anteils kam (Abb. 36
(A)). Gegenlaufig verhielt sich die Expression von Sdfl, also des Anteils extraembryonalen
Entoderms: im Mittel als auch in den Einzelversuchen zeigten Zellen, welche unter 20 mM
Glukose kultiviert worden waren, einen viel hdheren Anteil an Sdfl als Zellen, denen von Tag 3
bis Tag 8 50 mM Glukose zugefuigt worden war (Abb. 36 (C)).
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Abb. 36 Transkriptdaten der Expression von Sox17 und Sdfl in unter 20, 30 und 50 mM
Glukose pankreatisch differenzierten CGRS8. Linksseitig die gemittelten Werte aller
Versuche (N=3, n=3) mit Standardfehler (SEM), rechtsseitig Daten eines Versuchs mit
Standardabweichung als repréasentatives Beispiel.
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Abb. 37 Transkriptdaten der Expression von Pdx1, Ngn3 und NeuroD6 in unter 20, 30
und 50 mM Glukose differenzierten CGR8. Linksseitig die gemittelten Werte aller Versuche
(N=3, n=3) mit Standardfehler (SEM), rechtsseitig Daten eines Versuchs mit
Standardabweichung als repréasentatives Beispiel.

Berechnete man nun den Anteil der Zellen, welche allein dem definitiven Entoderm zuzuordnen
waren, zeigten sich Parallelen zu den vorherigen Ergebnissen (Abb. 37 (E, F)): die Menge an

exprimiertem Sox17 stieg mit zunehmender Glukose-Konzentration an, wobei der groRte
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Unterschied zwischen der 20 mM und 30 mM Glukose Gruppe zu finden war. Im Gegensatz zu
den zwei anderen Konzentrationen wiesen Zellen unter 20 mM Glukose einen viel héheren
Anteil an extraembryonalem Entoderm auf, so dass es im Verhaltnis an Tag 5 zu derart geringen
Werten kam, welche sich kaum uber die der spontan differenzierten Zellen erhoben (Abb. 37
(E)). Des Weiteren fiel auf, dass an Tag 8 abhéngig von der Hohe des Glukose-Gehaltes im
Medium weiterhin definitives Entoderm vorhanden war. Die hdchste Expressionsrate war

abermals in der letzten Gruppe zu finden.

Pdx1, Marker der pankreatischen Vorléuferzellen, zeigte die starkste Expression an Tag 15 in
den Zellen, welche mit der héchsten Glukose-Konzentration kultiviert worden waren (Abb. 37
(F, G)). In einzelnen Versuchen konnte man eine groRere Menge dieses Transkripts auch in
anderen Gruppen, zum Beispiel den spontan differenzierten Zellen an Tag 3 (Abb. 37 (G)),
nachweisen. Diese Ergebnisse konnten allerdings in den Folgeversuchen nicht reproduziert
werden. Anschlielend wurde die Expression von Ngn3, reprasentativ fur den Anteil endokriner
Vorléauferzellen, analysiert. Wurden die Ergebnisse aller 3 Versuche gemittelt, so zeigte sich die
grolte Expression dieses Markers auch in der 50 mM Glukose-Gruppe, allerdings an Tag 12.
Betrachtete man jedoch einzelne Versuche (Abb. 37 (1)) an Tag 15, so lieB sich die starkste
Expression in der Gruppe mit der hdchsten Glukose zeigen. Ausreilend in diesem repréasentativ
gezeigten Versuch ist die Menge des an Tag 12 in den spontan differenzierten Zellen, welche

weitaus hoher als in jeder anderen Gruppe ist.

Wie eingangs schon beschrieben, wurde zum Schluss auch die Expression von NeuroD6
untersucht, um den Anteil neuronaler Zellen darstellen zu kénnen, da diese sich auch Ngn3-
positiv darstellen kdénnen. Betrachtete man nun den hier reprasentativ dargestellten Versuch
(Abb. 37 (L)), konnte man den spontan differenzierten Zellen an Tag 12 einen extrem hohen
Anteil an NeuroD6 zuordnen. Bei der Analyse der Zellen an Tag 15 fiel jedoch auf, dass mit

steigender Glukose-Konzentration die Expressionsmenge dieses Markers abnahm (Abb. 37 (K),

(L)
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Gegenstand umfangreicher Forschung ist die hochspezialisierte und in ihrer Entwicklung und
spateren Funktion in eine Vielzahl komplexer Prozesse eingebundene beta-Zelle, von denen
viele noch nicht vollstdndig untersucht und verstanden worden sind. Schon in vivo ist die
Proliferationsrate einer beta-Zelle sehr niedrig, weshalb sich Kultur und Differenzierung
schwierig gestalten. Um aus einer pluripotenten Zelle eine Insulin-produzierende beta-Zelle zu
differenzieren, bendtigt es unter anderem eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren, welche, zu
verschiedenen Zeitpunkten hinzugefiigt, den physiologischen Entwicklungspfad in vitro
nachvollziehen. Wichtige Signalwege werden dabei tber Aktivin/Nodal, Hedgehog, Retinséure,
FGF und WNT beschritten (Kroon et al., 2008; Schroeder et al., 2011). In vivo entfalten sich
entwicklungsgeschichtlich aus der Stammzelle die 3 Keimblatter, aus dem entstandenen
definitiven Entoderm entstehen (ber die Bildung des primitiven Darmrohrs pankreatische
Vorlauferzellen, welche anschlieBend sich zu duktalen, exo- oder endokrinen Zellen
ausdifferenzieren. Letztere wiederum teilen sich in die 5 verschiedenen hormonproduzierenden
Zelltypen des endokrinen Pankreas auf, an denen die Insulin-herstellende beta-Zelle den gréBten
Anteil hat.

Die Differenzierungsprotokolle pluripotenter Zellen, seien sie nun muriner oder humaner
Herkunft, embyronaler, adulter oder auch induzierter pluripotenter Stammzellen haben die
geringe Ausbeute an endokrinen Vorldaufern und schlussendlich insulinproduzierenden,
Glukose-sensitiven Zellen gemein. Durch Kultur in 3D-Aggregaten wird die spontane
Differenzierung der Stammzellen in die Derivate aller 3 Keimblatter gefdrdert. Unter
gleichzeitiger Zugabe von Aktivin A, welches als Mitglied der TGF-R-Familie den Nodal-
Signalweg imitiert, wird die Entstehung von definitivem Entoderm geférdert (Sulzbacher et al.,
2009). Spater hinzugegebene Differenzierungsfaktoren wie das Alkaloid KAAD-Cyclopamin
und das so genannte small molecule Indolaktam V sollen die entstehenden zukiinftigen
endokrinen pankreatischen (Vorldufer-) Zellen selektieren. Hierbei ist der Zeitpunkt der Gabe
dieser Faktoren essentiell, um optimale Ergebnisse zu erhalten (D'Amour et al., 2006). Doch
trotz aller Selektionsbemiihungen l&sst es sich nicht vermeiden, dass sich am Ende der
Differenzierung immer noch ein heterogenes Zellgemisch in Kultur befindet (Sulzbacher et al.,
2009). Das gilt auch fir die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse, in denen immer wieder
undifferenzierte Zellen Gene verschiedenster Art fernab von den gewiinschten
Differenzierungsstadien exprimierten. Die Herausforderung liegt nun darin, die Anteile der
verschiedenen Zellfraktionen zum richtigen Zeitpunkt zu Gunsten der pankreatischen Linie zu
verschieben.

Es wurde beschrieben, dass zwei de novo sythetisierte Molekile, IDE1 (2- [(6-carboxy-

hexanoyl)-hydrazonomethyl]benzoic acid) und IDE2 (7-(2-cyclopentylidenehydrazino)-7-
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oxohepatoic acid), den Anteil definitiven Entoderms viel starker erh6hen kdnnen als die
alleinige Gabe von Aktivin A (Borowiak et al., 2009). Hierbei konnte man keinerlei
Unterschiede zwischen den beiden small molecules im Hinblick auf ihre
Differenzierungseffektivitat zeigen, beide aktivieren einen Teil des TGF-B-Signalwegs uber die
Phosphorylierung von Smad2. Da ein mdglichst hoher Anteil an definitivem Entoderm oder
sogar die alleinige Generierung dieser Zellen die Voraussetzung fir eine effiziente
Differenzierung in Folgestadien ist, sollte ein moglicher Effekt dieser Stoffe auf die von uns
verwendeten Zelllinien untersucht werden.

Zu diesem Zweck wurden unsere Sox17-DsRed mit denselben Konzentrationen an IDE1 und
IDE2, wie in der Originalarbeit beschrieben, behandelt (Borowiak et al., 2009). Im Gegensatz
zu den in der Literatur aufgezeigten Ergebnissen konnte anhand unserer murinen embryonalen
Stammzellen keine Erhéhung der Ausbeute an definitivem Entoderm detektiert werden. Es gab
weder auffallige Unterschiede im Anteil DsRed-positiver EBs, noch exprimierten mit IDE1
und/oder 2 behandelte Zellen mehr Sox17 oder weniger Sox7. Diese Unterschiede kénnte man
damit erklédren, dass die Gruppe um die Autorin Borowiak eine andere murine embryonale
Stammzelllinie verwendeten. Es handelte sich zwar auch um eine transgene Zelllinie, der das rot
fluoreszierende Protein dTomato (eine Variante des DsRed) eingefligt wurde, aber diese
murinen Stammzellen wurden nicht wie unsere CGR8- Zellen (und ihr transgenes Pendant, die
Sox17-DsRed) feederfrei in Kultur gehalten. Ein weiterer Unterschied, welcher zu beachten
ware, ist der Umstand, dass die Differenzierung von Anfang an im Monolayer erfolgte. In
unserem Protokoll erfolgten die ersten Differenzierungsschritte im embryoid body, welcher an
sich schon fordernd auf die Entstehung aller 3 Keimbldtter, ergo auch von definitivem
Entoderm, wirkt. All dies beeinflusst den Differenzierungsprozess und letztendlich die
Ausbeute an gewtnschten Zellen. Folglich ist zu konstatieren, dass bei der Differenzierung
embryonaler Stammzellen, genau wie in ihrer Kultivierung, zahlreiche Unterschiede zwischen
den einzelnen Linien zu beachten sind, welche einen direkten Vergleich der Ergebnisse nicht
immer zulassen. Als Konsequenz dieser Betrachtungen wurde in den folgenden

Differenzierungsversuchen allein Aktivin A zur Erlangung definitiven Entoderms verabreicht.

Trotz einer Vielzahl von Untersuchungen zu den Einflissen von Wachstumsfaktoren und
anderen Molekillen wurden bis jetzt nur wenig Schwerpunkte auf die Betrachtung des
Né&hrstoffgehaltes in der Umgebung der sich zukinftigen beta-Zelle gelegt. Die ausreichende
Versorgung mit Né&hrstoffen wahrend der Prdnatalzeit ist entscheidend fiir die korrekte
Entwicklung pankreatischer beta-Zellen. Es ist schon seit langem bekannt, dass eine
Untererndhrung des sich entwickelnden Fetus wahrend dieser Zeit mit einer erniedrigten Anzahl
zukunftigen Pdx1-positiver beta-Zellen einhergeht (Limesand et al., 2005; Park et al., 2008).
Hierbei ist zudem die Art der zugefiihrten Nahrstoffe entscheidend. Unter niedrigkalorischer

Diat gewachsen, wiesen fetale Rattenpankreata eine weitaus geringere Anzahl Pdx1-positiver
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Inseln auf, als nach selektivem Entzug des Proteingehalts der mitterlichen Nahrung. Der
Proteingehalt hatte keinerlei Einfluss auf die Entstehung Pdx1 und Ngn3-positiver
Vorlauferzellen (Dumortier et al., 2007). Es wurde konstatiert, dass in den friihen Stadien der
pankreatischen Entwicklung in Hinblick auf die Anzahl Langerhansscher Inseln eher der
Kaloriengehalt der zugefiihrten Nahrung ausschlaggebend ist. Erst in spateren Stadien erwies
sich der Proteingehalt als essentiell fir eine ausreichende Vaskularisierung und Maoglichkeit der
Proliferation des entstehenden Gewebes. Ahnliche Ergebnisse konnten in vitro fiir Glukose
gewonnen werden: an explantierten Rattenpankreata wurde gezeigt, dass Glukose Uber die
Regulation der Wechselwirkung zwischen Ngn3 und NeuroD fir die Entwicklung von alpha-

als auch beta-Zellen von entscheidender Bedeutung ist (Guillemain et al., 2007).

Die Bildung der EBs in vitro ist ein sehr sensibles System, welches gegeniiber mechanischen
und chemischen Einflussen stark anféllig ist. Aus diesem Grund wurden die Zellen in den von
uns durchgefiihrten Versuchen erst nach EB-Formierung und gesichertem Vorhandensein von
definitivem Entoderm mit den geringen Glukose-Konzentrationen (0-1 mM) belastet. Die
Auswirkungen des Glukose-Entzugs waren radikalen Ausmales: nach massivem Zellsterben
innerhalb von 2 Tagen konnten am Ende der durchgefiihrten Versuche keine lebenden Zellen
mehr detektiert werden. Die Gruppe um Guillemain beschrieb 2007, dass, um eine ausreichende
Menge pankreatischer Vorlauferzellen zu erhalten, mindestens 5 mM Glukose im Medium von
Noten waren (Guillemain et al., 2007). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen allerdings, dass sich
entwickelnde Stammzellen nicht allein mit einer Einschrankung ihrer Differenzierungsfahigkeit

auf den Entzug der Glukose reagieren, sondern mit massivem Zellsterben.

Auf der Suche nach anderen Mdglichkeiten des rapiden Zelltodes besteht die Moglichkeit, dass
die Zellen durch den Mediumwechsel, welcher mit dem Glukoseentzug einherging,
beeintrachtigt worden sein kénnten. Um Glukose vollstandig zu eliminieren, wurden die Zellen
mit DMEM (Dulbeccos modified Eagle Medium) ohne Glukose kultiviert, welches im Hinblick
auf die Konzentration einzelner Aminosdureverbindungen nicht vollstandig mit dem vorherigen
CDM (chemisch definiertem Medium) dbereinstimmt. Allerdings ist hier auf Dumortiers
Gruppe zu verweisen, welche feststellten, dass erst in spéteren Differenzierungsstadien der
Proteingehalt fir die Entwicklung des reifenden Pankreas wichtig ist. Entzieht man jedoch die
Glukose, wirde in vivo reaktiv der Cortikosteroidgehalt des Blutes erhoht werden um auf
anderem Wege die energetische Versorgung der Zellen bis zu einem gewissen MaRe zu
gewahrleisten, ein Kompensationsmechanismus, Uber welchen eine differenzierende
Stammzelle in vitro nicht verflgt (Silverthorn, 2009).

Folglich ist erneut festzustellen, dass das Modell der differenzierenden Stammzelle nicht mit in

vivo Bedingungen oder mit Zellen, die erst kirzlich in vivo gewonnen wurden (beispielsweise
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die erwéhnten explantierten Ratten-Pankreata) verglichen werden kann, da sich letztere viel

toleranter gegeniber &uf3eren Einfliissen zu zeigen scheinen.

Das Modell der Sox17-DsRed, welche das Vorhandensein von definitivem Entoderm durch die
Produktion eines rot fluoreszierenden Farbstoffes anzeigen, hat sich bei der Untersuchung des
Einflusses von Aktivin A auf die effiziente Differenzierung muriner embryonaler Stammzellen
zu definitivem Entoderm bewéhrt. So konnte der Einfluss von Differenzierungsfaktoren und
deren Qualitat genauestens Uberprift werden. Es zeigte sich jedoch eine stark ausgeprégte
Sensibilitat dieser Zellen auf mechanische Einflisse, welche eine weitere Kultur duBerst
schwierig gestaltete. Zudem war der direkte Vergleich der Versuche untereinander durch das
aulerst variable Verhalten dieser Zelllinie nach Erreichen des definitiven Entoderms mit den
zur Verfugung stehenden Ressourcen kaum maglich. Diese Fragilitat ist wohl auf die transgene
Modifikation dieser Zelllinie und der Tatsache, dass dieser Zelllinie nur ein Allel zur
Produktion des Sox17 zur Verfiigung steht, zuriick zufiihren. Somit ist die Zelllinie
voraussichtlich nicht in der Lage, Sox17 in ausreichender Menge zu produzieren, um eine

weitere Differenzierung in die pankreatische Linie zu initiieren.

Daher wahlten wir zur Erlangung von pankreatischen Vorlduferzellen den urspriinglichen
Wildtyp, die CGR8. Bei Vergleichen hinsichtlich der Expression von Sox17 und Sdfl, den
Markern des definitiven und extraembryonalen Entoderms, wiesen beide Linien
unterschiedliche Peaks auf. Die CGR8 zeigten den grofiten Anteil definitiven Entoderms
zwischen Tag 4 und 5 auf, was mit den in der Literatur beschrieben Ergebnissen differenzierter
muriner embryonaler Stammzellen (bereinstimmt (Chen et al., 2011) und die Hypothese
bekraftigt, dass die transgene Zelllinie nur zur Untersuchung bis zum Stadium des definitiven
Entoderms vorteilhaft ist. Das folgende Differenzierungsprotokoll versuchte durch die Gabe von
Aktivin A, KAAD-Cyclopamin sowie Indolaktam V, welche in bestimmten Zeitintervallen
hinzugefugt wurden, die Zellen in die endokrin-pankreatische, Pdx1- und Ngn3-positive
Schiene zu differenzieren und gleichzeitig die Entwicklung von Derivaten anderer Keimbléatter
zu unterdriicken (Chen et al., 2009). Der daraus resultierende Selektionsprozess dufRerte sich in
fortwéhrendem Zelltod gehemmter und Proliferation geforderter Zelltypen. Doch auch mit Hilfe
unseres verwendeten Protokolls war es nicht mdglich, ein heterogenes Zellgemisch komplett zu
verhindern. Aus diesem Grund wurde der Einfluss weitaus hoherer Glukose-Konzentrationen im
Hinblick auf eine mogliche Erhdhung des Anteils pankreatischer VVorldauferzellen untersucht.

In vivo wird eine Blutglukose-Konzentration von 5 mM als physiologisch angesehen. Die
maximale Rickresorptionskapazitdt der Niere liegt in der Regel bei dem Doppelten.
Stammzellen, welche unter diesen Konzentrationen differenziert wurden, zeigten abermals
einen groRen Anteil sterbender Zellen — wenn auch nicht in dem Male wie in den Versuchen

zuvor. Nach einiger Zeit der Differenzierung tGberwog ein neuer Zelltyp, der bis dato nur in
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geringen Malie vorhanden war: unter 5 und 10 mM Glukose zeigten sich an Tag 8 groRflachige
endothelartige Verbénde, welche nach Beendigung des Glukose-Entzugs verschwanden.
Wéhrend des gesamten Differenzierungsprozesses waren nur sehr wenige Neurone und
inselartige Cluster sichtbar. Betrachtet man nur die Morphologie der differenzierenden Zellen,
liegt der Schluss nahe, dass die Konzentrationen eher die Differenzierung in die mesodermale
Linie fordern und im Gegenzug die neuronale Differenzierung, welche eng mit der endokrin
pankreatischen Entwicklung der Zellen verknipft ist (Madsen et al., 1996), hemmen. In allen
gerichtet differenzierten Gruppen konnte der Anteil an definitivem Entoderm an Tag 5 erhoht
werden. Hierbei schien in den Gruppen, welche erst von Tag 3 an behandelt wurden, verstarkt
Sox17 exprimiert zu werden. Dies kann darauf zuriickgefiihrt werden, dass sich diese Zellen 3
Tage lang unter normalen Bedingungen (17,5 mM Glukose im Medium) entwickeln konnten.
Gleichwohl konnte in allen Gruppen eine Erhéhung des Anteils an definitivem Entoderm bei
niedrigem Gehalt an Sdfl exprimierenden Zellen verzeichnet werden. Ergo hatte die niedrige
Glukose, unabhéngig vom Zeitpunkt des Entzugs, zumindest keinen gegenteiligen Effekt auf
forderliche Wirkung des verabreichten Aktivin A (Sulzbacher et al., 2009). Betrachtete man den
Anteil des reinen definitiven Entoderm (Sox17/Sdfl), schien die Behandlung mit 5 mM
Glukose nach 3 Versuchen sogar forderlich auf seine Bildung zu sein. Bezuglich der Entstehung
pankreatischer (Pdx1+) und endokriner (Ngn3+) Vorlaufer konnte kein positiver Effekt
festgestellt werden. Im Gegenteil wurde die Wirkung von Cyclopamin und Indolaktam V (Chen
et al., 2009) durch die Reduktion des Glukose-Gehaltes stark beeintréchtigt: der Anteil Ngn3-
positiver Zellen an Tag 15 war kaum hdoher als in spontan differenzierten Zellen. Diese
Glukose-Konzentrationen wirkten somit hemmend auf die Gewinnung pankreatischer
Vorlaufer. Es wurde jedoch in der Vergangenheit beschrieben, dass Glukose dosisabhéngig Gber
die Regulation der Wirkungsbeziehung zwischen Ngn3 und NeuroD in die pankreatische
Entwicklung eingreift (Guillemain et al., 2007). Finf und 10 mM Glukose wurden hierbei als

optimal fur die Entwicklung angesehen.

Fur diesen Widerspruch zu oben genannten Ergebnissen gibt es zwei mdgliche Erklarungen:
Zum ersten wurde bei Guillemain ein anderes Ziel, die Insulin-Produktion nach Differenzierung
pankreatischer Vorldufer, untersucht, zum anderen wurde an einem ganz anderen Modell
(explantierten  Ratten-Pankreata)  geforscht.  S&ugetiere, mit  Ausnahme  einiger
nektarfressendender Fledermausarten, haben einen Blutzuckerspiegel zwischen 3,6 und 5,8 mM,
so dass die Exposition von 10 mM Glukose zu einer Erhdhung des Zuckergehaltes in der
Umgebung des in vitro kultivierten Gewebes fulhrte. Das Kultur- und Differenzierungsmedium
unserer Zellen in vitro beinhaltet mit 17,5 mM dreimal so viel Glukose, wodurch die so
behandelten Stammzellen einen massiven Glukose-Entzug erfuhren.

Unter Einbeziehung dieser Schlussfolgerungen gelangen wir zu folgenden Erkenntnissen: die

Bedingungen der pankreatischen Entwicklung in vivo lassen sich nicht mit den erforderlichen
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Gegebenheiten der Differenzierung in vitro vergleichen, jedes ist ein System fur sich. Geht man
allerdings davon aus, dass bei explantierten Ratten-Pankreata der Anteil an endokrinen
pankreatischen Vorldauferzellen durch Erhthung auf 10 mM Glukose gesteigert werden konnte,
so konnten derartige Ergebnisse auf unser Modell (bertragen werden — nur mit hoéheren
Konzentrationen.

Mit dem anschlieBend gewéhlten Extrem, einer Glukose-Konzentration von 50 mM im
Differenzierungsmedium, wurden in den anschlieBend durchgefiihrten Versuchen mdgliche
Effekte durch eine Gabe zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Differenzierung untersucht.

Der erste grolRe Differenzierungsendpunkt eines jeden Protokolls ist, wie oben erwéhnt, die
Gewinnung einer mdglichst hohen Menge definitiven Entoderms, welches die Grundlage fiir die
weiteren Schritte bildet. Verglich man hierbei an Tag 5 die Mittelwerte aller 3 Versuche von
spontan und nach Standardprotokoll differenzierten Zellen, zeigte sich ein bekannter Effekt: die
Erhoéhung der Sox17-Expression durch Aktivin A. Betrachtete man die 3 Gruppen, welche mit
50 mM Glukose entweder von Tag 0 oder von Tag 3 an behandelt wurden, so wurde kein
positiv erhéhender Effekt der Sox17-Expession ersichtlich. Vielmehr fiel die starke Varianz der
sich in Kultur befindenden Zellen auf (Abb. 38 (A)).
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Abb. 38 Transkriptdaten der Expression von Sox17 an Tag (d) 5. Wahrend der gerichteten
Differenzierung steigt der Anteil Sox17-exprimierender Zellen. Eine zusétzliche Gabe von
hoher (50 mM) Glukose bringt keinen zusétzlichen differenzierungsfordernden Effekt. (A)
Daten aller gerichtet differenzierten Zellen mit SEM an Tag 5. (B) Mittelung mit SEM aller mit
Glukose behandelten Gruppen (gelber Balken) im Vergleich zur spontan und gerichtet
differenzierten Kontrolle.

Die hdchsten und niedrigsten Werte zeigten sich in den beiden Gruppen, welche bis zu Tag 5
dieselbe Behandlung erfuhren. Mittelte man sdmtliche Werte der mit 50 mM Glukose
behandelten Zellen unabhdngig von dem Zeitpunkt der Gabe (Abb. 38 (B)), zeigten sich
keinerlei signifikante Unterschiede zu den unter 17,5 mM Glukose differenzierten Zellen. Das
Mittel wies sogar eine dezent geringere Expression von Sox17 auf. Ergo war anhand unseres

Modells nach 3 durchgefiihrten Versuchen kein Effekt von sehr hohen Glukose-

60
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Konzentrationen auf die Bildung von definitivem Entoderm ableitbar. Die Wirkung des

zugefugten Aktivin A wurde jedoch abermals nicht gehemmt.

Unter Zellkulturbedingungen erreichen differenzierende Zellen das Pdx1-positive Stadium der
pankreatischen Vorlduferzellen zwischen Tag 11 und 20 (Chen et al., 2011) und exprimieren
wenig spater auch Ngn3. Unsere differenzierten Zellen erreichten diese Differenzierungsstufe
zwischen Tag 12 und 15. Hierbei ist jedoch auffallig, dass unter dem Einfluss von 50 mM
Glukose in Abhangigkeit vom Zeitpunkt ihrer Gabe die Menge des exprimierten Pdx1 variierte.
Hohe Glukose, von Tag 3 bis Tag 8 hinzugefiigt, schien die Selektion und Proliferation
zukunftiger pankreatischer Vorlduferzellen zu fordern. Allerdings wies diese Gruppe auch den
hdchsten Standardfehler auf, da in den einzelnen Versuchen diese Zellen zwar im Vergleich zu
den anderen Gruppen die stets hochste Menge an Pdx1 exprimierten, jedoch auf unterschiedlich
hohem Niveau. Eine Tendenz war jedoch abzuleiten und misste durch zusatzliche
Wiederholungen bestatigt werden. Eine frilhere oder kiirzere Gabe konnte keine derartigen
Effekte erzielen. In einzelnen Versuchen kam es auch an friiheren Zeitpunkten zur Produktion
von Pdxl, was durch die gemischte Population undifferenzierter Zellen, in der einige
Subpopulationen determinierter als andere sind, erklarbar ware, da sich diese Ergebnisse auch in

den Wiederholungen nicht reproduzieren liezen.

Fur den Erfolg des Differenzierungsprotokolls an sich spricht, dass auch Marker der endokrinen
pankreatischen Vorlaufer Ngn3, Pax6 und NeuroD1 in jeder gerichtet differenzierten Gruppe
nachgewiesen werden konnten. Inwiefern ihre Quantitat jedoch durch Glukose beeintréachtigt
wurde, zeigte die Analyse der relativen Expression von Ngn3 mittels realtime PCR. Wieder
konnte in den Zellen, welche von Tag 3 bis 8 die hohe Glukose erfahren hatten, den mit
Abstand hdchsten Peak aufweisen. Ergo muss es in dieser Zeit zu einem durch die vorhandene
Glukose gefordertem Selektionsprozess gekommen sein, welcher bevorzugt die weitere
Differenzierung Pdx1-positiver in Ngn3-positive Zellen erlaubte. Da die Vorlaufer zukiinftiger
Inselzellen durch die Expression dieses Markers charakterisiert werden (Gu et al., 2002;
Desgraz et al., 2009) ist somit zu konstatieren, dass 50 mM Glukose, gegeben von Tag 3 bis 8,

die Gewinnung von endokrinen pankreatischen Vorlauferzellen forderte.

Auch die lichtmikroskopisch beschriebene Morphologie dieser Zellen passte zu ihrem
Erscheinungsbild auf RNA-Ebene. Im Vergleich zu Zellen, die nach dem Standard-Protokoll
differenziert worden waren, konnte man in dieser Gruppe eine Vielzahl inselartiger Cluster
finden, welche sich deutlich von den umliegenden Zellen abhoben. Im Gegenzug proliferierten
unter normalen Kulturbedingungen viel mehr neuronale Zellen.

Diese Effekte spiegelten sich auch auf Protein-Ebene wieder. Die inselartigen Cluster, welche in
der Gruppe, die von Tag 3 bis 8 mit 50 mM Glukose behandelt worden war, schon

lichtmikroskopisch aufgefallen waren, konnten nun PDXZ1-positiv dargestellt werden. Bei
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néherer Betrachtung wies hier der Grofteil der Zellen eine Lokalisation im Zellkern auf,
wahrend Zellen auferhalb sich auch im Zytoplasma PDX1-positiv zeigten. Spontan
differenzierte Zellen wiesen gar kein PDX1 auf, wéhrend bei Zellen der gerichtet differenzierten
Kontrolle ohne Glukosezusatz PDX1 meist im Zytoplasma und nur selten im Zellkern
vorgefunden werden konnte. In der aktiven, proliferierenden Zelle wird es jedoch im Zellkern
erwartet, da PDX1 zu den Transkriptionsfaktoren gerechnet wird. Eine zytoplasmatische
Sequestration wird eher als Kompensationsmechanismus zur Abschwéchung seiner nukleéren
Tatigkeit angesehen (Fujimoto et al., 2009). PDX1 wurde beispielsweise im Zytoplasma von
beta-Zellen nach Belastung mit Fettsauren gefunden und als Ausdruck der Reaktion auf
pathologische Mechanismen gedeutet (Hagman et al., 2005). Aufféllig war in dieser Gruppe
zudem, dass sich auch teilweise das Zytoplasma gebildeter Neurone anfarben lieB. Dies ist
darauf zuruckzufihren, dass die pankreatische Entwicklung eng mit der neuronalen
Differenzierung verknupft ist (Madsen et al., 1996) und PDX1 in friihen Stadien von neuronal
differenzierenden Zellen gebildet wird (Perez-Villamil et al., 1999). Ergo konnte das Standard-
Protokoll allein keine ausreichende Verweildauer des PDX1 im Zellkern erreichen, um im
Anschluss eine weitere endokrine Differenzierung der Zellen zu férdern. Die Zugabe von 50
mM Glukose wéhrend des Differenzierungsprozesses forderte hingegen die Verweildauer und
Aktivitat des PDX1 im Zellkern und Formierung zu inselférmigen Clustern aus pankreatischen
Vorléauferzellen.

NGN3-positive Zellen, welche als Vorléufer der endokrinen pankreatischen Zellen betrachtet
werden (Desgraz et al., 2009), konnten nach durchgefuhrter Immunfluoreszenz-Féarbung in
keiner Gruppe detektiert werden. Da das Ngn3 jedoch auf RNA-Ebene exprimiert wurde, liegt
die Vermutung nahe, dass die zeitliche Dauer des Differenzierungsprotokolls fiir seine Synthese
auf  Protein-Ebene nicht lang genug war. Folgeversuche missten somit die

Differenzierungsdauer verlangern.

Da diese Ergebnisse die Bedeutung des Zeitpunktes der Glukose-Gabe fiir die Ausbeute Pdx1-
und Ngn3-positiver Zellen nahelegten, wurde im Anschluss die bendtigte Glukose-
Konzentration untersucht. Daflr wurden die Zellen von Tag 0 bis 12 sowie von Tag 3 bis 8 mit
20, 30 oder 50 mM Glukose behandelt.

Zellen, die von Differenzierungsbeginn an dem verdnderten Glukose-Gehalt ihres Mediums
ausgesetzt worden waren, beriihrte die steigende Glukose hinsichtlich des Durchmessers der
von ihnen gebildeten EBs kaum. Jedoch war mit steigender Konzentration eine Abnahme der
Festigkeit des Zellverbandes zu verzeichnen. Gegen Ende des Differenzierungsprotokolls wies
die 20 mM Gruppe vermehrt neuronale Strukturen und wenige inselartige Cluster auf.
Schlagende Cluster sah man vermehrt bis 30 mM, allerdings kaum unter 50 mM Glukose. In
dieser Gruppe fanden sich zudem kaum Neurone, dafiir aber wirbelartige Formationen. Die

Analyse der Transkriptdaten zeigte, dass den hochsten Anteil (Sox17-positiven) definitiven
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Entoderms an Tag 5 bis zu einer Glukose-Konzentration von 30 mM. Foxa2 jedoch konnte nur
unter Konzentration von 20 mM nachgewiesen werden. Nimmt man das Vorhandensein aller 3
Marker des definitiven Entoderms als Voraussetzung fir den Erfolg der Differenzierung, so ist
jede Konzentration tiber 20 mM nicht fiir die Gewinnung von definitivem Entoderm forderlich.
Allerdings wird nicht nur die Bildung des definitiven, sondern auch des extraembryonale
Entoderms durch die hohe Glukose eingeschrankt, so dass, nach Ausschluss Sox17- und Sdfl-
ko-exprimierender Zellen, die Gruppe unter 30 mM Glukose den im Mittel schnellsten und

hochsten Anstieg verzeichnete.

Hinsichtlich der weiteren Differenzierung stimmten die Ergebnisse mit den Erkenntnissen der
vorhergehenden Versuche tberein. In den Gruppen, die von Tag 0 bis Tag 12 mit erhohter
Glukose behandelt worden waren, konnte keine Erhohung des Anteils Pdx1-positiver
Vorlauferzellen verzeichnet werden. Im Gegenteil wirkte sich diese Behandlung hemmend auf
den Erfolg des Differenzierungsprotokolls aus, da sich das Expressionslevel kaum ber das
Niveau der spontan differenzierten Zellen herausheben konnte. Dieser Storprozess duBerte sich
in dem deutlichen Vorhandensein von Markern anderer Keimblatter: die Detektion von Meox1,
Marker des Mesoderms, welches in allen Gruppen vorhanden war, aber unter 20 mM an Tag 12
die stdrkste Bande zeigte, war konform mit dem hohen Anteil kardialer schlagender Cluster, die
lichtmikroskopisch ersichtlich waren. VVorhandenes Ngn3 scheint eher neuronalen Ursprungs zu
sein, da es gemeinsam mit einer deutlichen Expression von Shh von Tag 8 bis 15 einherging.
Letzteres induziert in der neuronalen Entwicklung die Splittung der dorsalen von den ventral
gelegenen Anteilen des Neuralrohrs (Le Dre‘au et al., 2012). Die Expression von Sonic
hedgehog sollte laut Differenzierungsprotokoll nach Gabe von Cyclopamin ab Tag 6 gehemmt
werden (eine Repression dieses Gens ist in frihen Stadien der Differenzierung notwendig; erst
spat, wenn das Pankreas sich zu seiner endguiltigen Gestalt formiert, wird Shh wieder vermehrt
exprimiert (ChamperisTsaniras et al., 2010)). Parallel zu den vorherigen Versuchen war zu
konstatieren, dass eine Glukose-Erhéhung von Differenzierungsbeginn bis Tag 12 nicht
forderlich auf die Gewinnung pankreatischer VVorlauferzellen schien. Die Zellen adaptierten sich
an die sie umgebende Mediumkonzentration, wie aus der geringen Veranderung der EB-GroRe
zu entnehmen war. Die Bildung von definitivem Entoderm fand trotzdem unter starker
Belastung der Zellen statt, was sich in der mangelhaften Festigkeit des Zellverbandes duf3erte.
Die weitere pankreatische Differenzierung verzdgerte sich und gab Raum fir Zellen anderer

Keimblatter.

Betrachtet man im Gegenzug Zellen, denen erst an Tag 3 entweder 20, 30 oder 50 mM Glukose
hinzugefiigt wurde, zeigt sich schon wahrend der EB-Bildung ein anderes Bild. Nach
Uberfiihrung der EBs aus dem hanging-drop in Suspensionskultur an Tag 3 erfuhren diese in

Abhéangigkeit von der hinzugeflgten Glukose einen starken Wachstumsknick. Die kritische
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Belastungsgrenze scheint hierbei zwischen 20 und 30 mM zu liegen. Zuséatzliche Erh6hungen in
der Konzentration fuhrten zu keiner weiteren GroRenminderung. Verglich man jetzt die
Transkriptdaten hinsichtlich der Expression von Sox17, so wurde es in allen gerichtet
differenzierten Gruppen verstéarkt exprimiert, ein Effekt, der auf die Wirkung von Aktivin A
zuriickzufiihren ist. Wurde dazu noch der Glukose-Gehalt des Mediums erhéht, steigerten die
Zellen in Abhéngigkeit von der Konzentration die Expression von Sox17 nochmals. Der Anteil
Sdfl-positiver Zellen verminderte sich ab einer Konzentration von 30 mM im Vergleich zu 20
mM. Diese Ergebnisse stehen jedoch in Widerspruch zu den Resultaten der Versuche, wéhrend
derer 50 mM Glukose in verschiedenen Intervallen zu den Zellen gegeben worden war. Dort
konnte kein Effekt im Vergleich zur Differenzierung unter normalen Bedingungen (17,5 mM
Glukose im Medium) beschrieben werden. Und auch bei der Mittelung dieser Versuche wies die
Sox17-Expression einen hohen Standardfehler ohne signifikante Unterschiede auf. Der
Unterschied ist jedoch, dass trotz fehlender Signifikanz eine Tendenz zugunsten der hohen
Glukose sichtbar war. In allen 3 durchgefiihrten Versuchen konnte durch 50 mM Glukose eine
Erhohung des Sox17/Sdfl nachgewiesen werden. Der hohe Standardfehler ist dem Umstand
geschuldet, dass die Zellen die entsprechenden Gene in jedem Versuch auf unterschiedlichen
Niveaus exprimieren.

Verglich man aber die Gruppen unter 20 und 50 mM Glukose, so zeigte sich in allen 3
Versuchen ein Anstieg des Anteils definitiven Entoderms, welcher nicht allein dem Aktivin A
zugeschrieben werden kann (Abb. 39). Dieser Trend muss jedoch durch weitere Versuche

verifiziert werden.
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Abb. 39 Darstellung des Anteils an definitivem Entoderm an Tag 5 in 3 durchfiihrten
Versuchen. Der Anteil rein Sox17-positiver Zellen steigt mit Zunahme der Glukose-

Konzentration im Medium (gelbe Linie).

Betrachtet man die weitere Differenzierung der Zellen, so entspricht dieses Mal das Bild den
vorherigen Versuchen: Pdx1 ist an Tag 15 in der 50 mM Gruppe mit Abstand am starksten

vertreten — Zellen, welche unter geringeren Konzentrationen Kkultiviert worden waren,
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exprimierten deutlich geringere Mengen an Pdx1. Diese Ergebnisse zeigten sich im Mittel als
auch in allen 3 Einzelversuchen. Die Expression von Pdx1 zu friiheren Zeitpunkten, zum
Beispiel an Tag 3, entspricht nicht dem laut Literatur erwarteten Peak, welcher wie schon
beschrieben zwischen Tag 11 und 20 liegen sollte (Chen et al., 2011). Zum anderen
differenzierten diese Zellen nicht zu Ngn3-positiven endokrinen Vorlaufern aus, so dass man
auch hier von der spontanen Expression undifferenzierter Zellen ausgehen kann.

In der 50 mM Gruppe wiesen die Zellen zudem Charakteristika endokriner pankreatischer
Vorlaufer auf. Der Ngn3-Gehalt stieg parallel zum Pdx1 mit dem Glukose-Gehalt des Mediums
von Tag 3 bis 8 an. In 2 von 3 durchgefiihrten Versuchen wurde dabei an Tag 15 die hochste
Ngn3-Expression in der 50 mM Gruppe gemessen. Im 3. Versuch konnte der Peak von Pdx1
und Ngn3 schon an Tag 12 ermittelt werden, weshalb im Mittel 2 Expressions-Peaks bei einem
sehr hohen Standardfehler zu bestehen schienen. Dies war mit den unterschiedlichen
Differenzierungsgeschwindigkeiten der Stammzellen wahrend der einzelnen Versuche zu
begriinden und ist der Grund, weshalb in der Literatur auch die Ergebnisse der
Genexpressionsanalysen in Zeitspannen statt Zeitpunkten angegeben werden. Die Ursache der
unterschiedlichen Differenzierungsgeschwindigkeiten und —effizienz konnte in Abhéngigkeit
zur Passage der verwendeten Stammzellen stehen: aus hohen Passagen verwendete ESC
schienen langsamer zu differenzieren als Zellen, die noch nicht so lange in Kultur gehalten
wurden. Auch die Peaks exprimierter Gene lassen sich bei niedrigeren Passagen mitunter
zeitiger und hoher detektieren. Aus diesem Grunde bemihten wir uns, vergleichbare Passagen
flr die einzelnen Versuche zu verwenden.

Setzt man die Zellen unter 20 mM Glukose mit den 17,5 mM des Standard-Protokolls gleich, so
ist folgendes zu konstatieren: in 5 von 6 durchgefiihrten Versuchen war der Anteil Pdx1- und
Ngn3-postiver Zellen nach Zugabe von 50 mM Glukose von Tag 3 bis 8 im Vergleich zu
Zellen, die unter Normalbedingungen differenziert worden waren, an Tag 15 deutlich erhoht.
Die Mittelung aller Versuche kann abermals nur Tendenzen aufzeigen, da aufgrund der
beschriebenen, stammzellbedingten Schwankungen der Standardfehler sehr hoch ist. Fir
konkrete Ergebnisse misste ein Vielfaches der Versuche durchgefuhrt werden, um die bereits

aufgezeigte Tendenz zu verifizieren.

Der zuletzt analysierte Aspekt betraf die Unterscheidung zwischen neuronal und pankreatisch
differenzierten Zellen, da diese beiden Differenzierungswege eng miteinander verbunden sind
und Ngn3-posive Zellen auch zu zukiinftigen Neuronen differenzieren kénnen (Madsen et al.,
1996). NeuroD6 wurde quantitativ bestimmt, da es essentiell fir die neuronale Entwicklung und
Zellerhaltung ist (Uittenbogaard et al., 2010). Hierbei zeigte sich, dass spontan differenzierte
Zellen, welche einen hohen Anteil Ngn3 aufgewiesen hatten, auch eine auflerordentlich hohe
Menge NeuroD6 exprimierten. Folglich entwickelten sich unter spontanen Bedingungen Zellen

eher bevorzugt in die neuronale als pankreatisch endokrine Linie. Dieser Anteil konnte durch
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unser Differenzierungsprotokoll wirksam vermindert werden, wie die Expressionsanalysen

zeigte.
A B
Anteil Ngn3+ Zellen Anteil NeuroD6+ Zellen
1,2 0,07

1 0,06
= *= 0,05
F 08 2
(7] 1]
] 0 0,04
£ £ 0,03
- 0’4 —_
v 20,02

0 0 : ‘ ‘

Kontrolle 20mMGle.  30mMGle.  50mM Gle. Kontrolle 20mMGlc.  30mMGlc.  50mMGlc.

Abb. 40 Darstellung der Expression von Ngn3 (A) und NeuroD6 (B) an Tag 15 in 3
durchgefiihrten Versuchen. Unter 50 mM Glukose kann der hdochste Anteil Ngn3-
zgprimierender Zellen verzeichnet werden. Im Gegenzug dazu nimmt der Anteil an NeuroD6
Nach Zufuhr von 50 mM Glukose wird die neuronale Differenzierung gehemmt, was
morphologisch zu beobachten war: Zellen, die von Tag 3 bis 8 lediglich 20 mM Glukose
ausgesetzt waren, wiesen deutlich mehr neuronale Strukturen auf als Zellen unter 50 mM
Glukose. Die Expressionsanalyse von NeuroD6 konnte in allen 3 Versuchen eine Minderung
seines Gehaltes verzeichnen, allerdings nicht in dem Umfang, welcher durch das
Differenzierungsprotokoll an sich zustande gekommen war. Letzteres wurde aus dem Vergleich
der spontan differenzierten mit den gerichtet differenzierten Zellen ersichtlich.

Folglich ist festzustellen, dass eine héhere Ausbeute an definitivem Entoderm und die weitere
Bildung von pankreatischen endokrinen Vorlduferzellen nicht nur von der umgebenden

Glukose-Konzentration, sondern auch von dem Zeitpunkt ihrer Gabe abhangig zu sein scheint.

In vivo wird ab einer bestimmten Glukose-Konzentration, 10 mM, von Glukosetoxizitét
gesprochen. lhr Ausmal? ist abhdngig von der Hohe und Dauer der Exposition. Das Spektrum
der Folgen dieser Belastung reicht von einer Verminderung der Glukosesensitivitit Uber die
verminderte Expression von GLUT2 und PDX1 sowie erhdhte Expression von Stress- und
Apoptose-assoziierten Genen bis hin zur Apoptose der Zelle (Bensellam et al., 2012). Zu den
Mechanismen, die hierbei von Bedeutung sind, gehdren die Autooxidation durch Glukose, die
Aktivierung der Proteinkinase C (PKC), die Bildung von Methylglyoxal und Glykierung, der
Hexosamin Metabolismus, die Bildung von Sorbitol und die oxidative Phosphorylierung
2004). All

Sauerstoffverbindungen minden. Durch den resultierenden chronischen oxidativen Stress

(Robertson, diesen ist gemein, dass sie in der Bildung wvon reaktiven

kommt es zu Defekten der Genexpression und anschlieenden Apoptose der betroffenen beta-
Zelle.
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Bisher gibt es erst sehr wenige Daten zu sich entwickelnden pankreatischen Zellen. Einzelne der
genannten Signalwege uberschneiden sich aber mit Pfaden, welche in vitro wéhren der
pankreatischen Differenzierung durch Beigabe von Differenzierungsfaktoren gefdrdert oder
gehemmt werden. Eine Aktivierung der PKC fiuhrt zu einer vermehrten Expression von
Wachstumsfaktoren, unter anderem von TGF-R1. Die TGF-R Superfamilie ist eng mit der
pankreatischen Differenzierung verkniipft. Es ist bekannt, dass TGF-R eine zentrale Rolle in der
Generierung von Mesentoderm und definitivem Entoderm spielt (Brownlee, 2001). Uber die
Zugabe von Aktivin A, welches auch ein Mitglied dieser Familie ist, kommt es nach Bindung an
zwei Transmembranrezeptoren zur Phosphorylierung von Smad2 und 3. Letzteres transloziert in
den Kern und fordert dort die Differenzierung der Zelle zu definitivem Entoderm. TGF-R1 an
sich beglnstigt die Entwicklung von endokrinen Zellen aus fetalen murinen pankreatischen
Zellen (Sanvito et al., 1994; Tei et al., 2005).

Dass Glukose die embryonale pankreatisch-endokrine Differenzierung tber die Beeinflussung
der Wechselwirkung zwischen NeuroD und Ngn3 beeinflusst, wurde bereits beschrieben
(Guillemain et al., 2007). Dieselben fordernden Ergebnisse konnten jedoch auch festgestellt
werden, nachdem die Zellen mit Glucosaminen behandelt worden waren. Es wurde gezeigt, dass
Glucosamine den Signalweg der Hexosaminbiosynthese (HBP) aktivieren, welcher wiederum
Uiber dieselben Schritte wie Glukose die beta-Zell-Entwicklung fordert. Die vermehrte
Expression von MafA, einen Transkriptionsfaktor, welcher die Insulin-Gen-Transkription
unterstitzt, wird via HBP angestoRen. Genaue molekularbiologische Zusammenhange sind zwar
noch unbekannt, man weil3 jedoch, dass eine Blockade des HBP zu einer geringeren beta-Zell-
Differenzierung fuhrt (Filhoulaud et al., 2009).

Folglich wei man von zwei Signalwegen, welche zum einen eng mit der pankreatischen
Differenzierung, zum anderen mit der Schadigung der adulten Zelle infolge zu hoher Glukose-

Konzentrationen verknupft sind.

Es ist bekannt, dass Pdx1 das nicht nur Entwicklung und Funktion, sondern auch das Uberleben
der beta-Zellen reguliert (Fujimoto et al., 2009). Die genaue Funktionsweise ist allerdings noch
nicht untersucht. In adulten Zellen kann jedoch nach Gabe von a-Liponsdure (ber eine erhohte
Expression von Pdx1 die Apoptoserate unter Belastung mit hoher Glukose verringert werden
(Yang et al., 2012). Die DNA-Bindefahigkeit von Pdx1 in beta-Zellen wiederum wird durch
Glukose Uber eine Stress-aktivierte Proteinkinase (SAPK2) stimuliert (Macfarlane et al., 1999;
Vaulont et al., 2000). Diese Kinase, welche auch als p38MAPK bekannt ist, wird unter anderem
auch durch Stressstimuli wie UV-Strahlung, Hitze und osmotischen Schock aktiviert und gilt als

Schlissel zur méglichen folgenden Apotose der betroffenen Zelle.
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Betrachtet man diese Erkenntnisse, so ist ein moglicher Zusammenhang zwischen einem hohen
Anteil Pdx1-positiver Vorlduferzellen nach Exposition mit hoher Glukose wéhrend der
Differenzierung durchaus denkbar. Die Zellen entwickelten sich jedoch nur dann bevorzugt in
die pankreatische Richtung, wenn sie sich in den ersten 3 Differenzierungstagen unter normalen
Bedingungen und Aktivin A entwickeln konnten. Im Stadium des Mesentoderms kdnnte dann
eine rapide Erhéhung des Glukose-Gehaltes im Medium der beginnenden durch Aktivin A

gefdrderten Differenzierung Uber TGF-B1 vermehrten Auftrieb geben.

Inwiefern andere Kompensationsmechanismen der Glukotoxizitat auch zu einer Erhdhung des
Anteils pankreatischer Vorlauferzellen fiihren, muss noch eingehend untersucht werden. Die
Herausforderung besteht nun darin, die Balance zwischen Begunstigung der pankreatischen
Differenzierung mit Hilfe der Erhohung des Glukose-Gehaltes auf der einen und der
zunehmenden Apoptoserate auf der anderen Seite zu finden.
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Der Diabetes mellitus, vor allem Diabetes Typ 2, welcher mit einer peripheren Insulinresistenz
einhergeht, ist eine Volkskrankheit stetig steigender Inzidenz. Per definitionem liegt ein
Diabetes mellitus vor, wenn beim niichternen Patienten wiederholt ein Blutzuckerspiegel von
mehr als 7 mmol/l gemessen wird. Durch die gravierenden Folgeerkrankungen der
resultierenden chronischen Hyperglykdamie, welche aus Makro- und Mikroangiopathie
entstehen, sind Diabetiker einer erhdhten Morbiditdt und Mortalitdt ausgesetzt. Die
antihyperglykdme Therapie, welche durch Antidiabetika und Insulin eine Senkung des
Blutzuckerspiegels anstrebt, stof3t allzu oft an ihre Grenzen. Der Blutzuckerspiegel kann meist
nicht 24 h am Tag auf physiologische Werte eingestellt werden. Hypo- oder hyperglykdame
Spitzen fuhren Uber kurz oder lang zu gefiirchteten Folgeschaden. Aus diesem Grund strebt die
Forschung patientenspezifische Therapieansitze an; zum einen, um gezielt wahrend des
Erkrankungsverlaufs intervenieren zu koénnen, und zum anderen, um Modelle zur genauen
Darstellung des individuellen Krankheitsverlaufs entwickeln zu kénnen.

In vitro kann Uber die Manipulation verschiedener Signalwege die Entwicklung der beta-Zelle
nachvollzogen werden. Durch Zugabe unter anderem von Aktivin A, KAAD-Cyclopamin und
Indolaktam V konnen embryonale Stammzellen zu definitivem Entoderm und weiter zu
pankreatischen Vorl&uferzellen differenziert werden. Problem aller existierenden Protokolle ist
jedoch ihre sehr geringe Differenzierungseffizienz und der Charakter der gewonnenen Insulin-
produzierenden beta-Zellen, welcher nicht immer mit dem der in vivo vorkommenden
Originalen Ubereinstimmt.

Am Modell zweier muriner embryonaler Stammzelllinien, der CGR8 und ihrer transgenen
Schwesterlinie, der Sox17-DsRed, sollten Mdglichkeiten der Erhéhung der Ausbeute an
definitivem Entoderm und pankreatischen Vorlauferzellen mittels RNA-Analyse sowie licht-
und fluoreszenzmikroskopisch untersucht werden. Bei der Differenzierung von Sox17-DsRed
zu definitivem Entoderm konnte kein synergistischer Effekt nach Zugabe von Aktivin A
und/oder IDE1 und IDE2 detektiert werden. Nach Etablierung eines geeigneten Protokolls zur
Differenzierung von CGR8 zu pankreatischen Vorlduferzellen konnte gezeigt werden, dass fir
die pankreatische Entwicklung in vitro eine bestimmte Glukose-Konzentration des Mediums
essentiell ist. Das standardmé&Big verwendete Differenzierungsmedium enthdlt 17,5 mM
Glukose, eine Verringerung der Konzentration bis 5 mM hatte keinen fordernden Effekt auf die
Differenzierung. Ein noch geringerer Glukose-Gehalt des Mediums fiihrte zu einem massiven
Zellsterben und behinderte folglich nicht nur die Differenzierung, sondern auch die Kultur an
sich. Durch Zugabe von sehr hohen Glukose-Konzentrationen (50 mM) konnte im Gegenteil
eine Erhéhung des Anteils an pankreatischen Pdx1-positiven Vorldauferzellen erreicht werden.
Der Anteil Pdx1-exprimierender Zellen war jedoch nur dann bei diesem Glukose-Gehalt erhéht,

wenn die Glukose vom Stadium des Mesentoderms (Differenzierungstag 3) bis zur beginnenden
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Bildung pankreatischer  Vorlduferzellen (Tag 8) hinzugegeben wurde. Andere
Differenzierungsintervalle zeigten sich weniger glukosesensibel. Es konnte zudem gezeigt
werden, dass die Pdx1-Expression im Intervall von Tag 3 bis Tag 8 mit steigender
Konzentration zunimmt. Unter Konzentrationen von 20 und 30 mM konnten keine derartigen
Expressionslevel verzeichnet werden.

Die in vivo vorliegende physiologische Glukose-Konzentration liegt bei 3,9-5,5 mM. Eine
Schédigung der beta-Zellen beginnt ab einer chronischen Hyperglykdmie von circa 10 mM
(Glukotoxizitat). Hierbei werden Mechanismen aktiviert, welche eng mit der pankreatischen
Differenzierung verknipft sind, wie beispielsweise die Expression von TGF-R1 oder die
Aktivierung des Hexosamin-Synthese-Signalwegs (HBP). Es ist zu vermuten, dass durch eine
Erhéhung des Glukose-Gehalts im Differenzierungsmedium, welcher Uber das doppelte der
iblichen Konzentration (17,5 mM) hinausgeht, Uber diese Signhalwege eine Zunahme des

Anteils pankreatischer endokriner Vorldauferzellen erreicht werden kann.
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8 Anhang

8.1. Kulturmedien

Tab. 1 Kulturmedium Stammhaltung CGRS

8 Anhang

> 100ml Endkonzentration
GMEM 85ml
FCS 10ml 10%
L-Glutamin lml 2mM
NEAA lml 1x
Sodium Pyruvate Iml ImM
Penicillin/Streptomycin Iml Ix
B-Mercaptoethanol Iml 100pM
LIF 1opd 10ng/ml

Tab. 2 Kulturmedium Stammhaltung Sox17-DsRedExpressNLS

> 100ml Endkonzentration
GMEM 85ml
FCS 10ml 10%
L-Glutamin lml 2mM
NEAA lml 1x
Sodium Pyruvate Iml ImM
Penicillin/Streptomycin Iml Ix
B-Mercaptoethanol Iml 100pM
G418 Sulfate 66,65pl 200pg/ml
LIF 1opl 10ng/ml

Tab. 3 Chemisch definiertes Medium (CDM)

> 100ml Endkonzentration
IMDM 43,5ml
Ham'sF12 43,5ml
Panexin NTS 10ml 10%
L-Glutamin Iml 2mM
Lipide Iml 1%
Transferrin 500l 150pg/ml
MTG 300pl 450pM
Insgulin 70ul 7pg/ml
LIF 20l 2U/ml
Aktivin A 1opd S0ng/pl



Tab. 4 Differenzierungsmedium I
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> 100ml Endkonzentration
IMDM 76,7ml
FCS 20ml 20%
L-Glutamin lml 2mM
NEAA lml 1x
Penicillin/Streptomycin Iml Ix
MTG 300pl 450pM
Tab. 5 Differenzierungsmedium II

> 10ml Endkonzentration
IMDM 4.76
Ham'sF12 4,67
FCS 200ul 2%
L-Glutamin 100pd 2mM
NEAA 100pd Ix
Penicillin/Streptomycin 100pd Ix
MTG 30 450uM
KAAD-Cyclopamin 25,8l 0.75pM
B27 200ul 1%
(-)-Indolaktam V 3ud 300pM
Tab. 6 Differenzierungsmedium IIa

> 10ml Endkonzentration
DMEM w/o Glukose 4,76
Ham'sF12 4,67
FCS 200ul 2%
L-Glutamin 100pd 2mM
NEAA 100pd Ix
Penicillin/Streptomycin 100pd Ix
MTG 30 450uM
B27 200ul 1%
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8.2 Primer und Antikorper
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9 Thesen

9 Thesen

1. Durch Kultivierung muriner embryonaler Stammzellen in 3D-Aggregaten (embroid bodies)

wird die spontane Differenzierung in Derivate aller 3 Keimblatter gefordert.

2. Die transgene Zelllinie Sox17-DsRed ist aufgrund ihrer transgenen Modifikation zu fragil

um in ausreichenden Mengen definitives Entoderm zu differenzieren.

3. Sox17-DsRed und CGR8- Zellen unterscheiden sich in der Differenzierungsgeschindigkeit.

4. Eine Mindestglukosekonzentration von 5 mM Glukose ist zum Erhalt der kultivierten
Zellen notwendig.

5. Die Wirkung von Cyclopamin und Indolaktam V wird durch geringere Glukose-

konzentrationen als 17,5 mM verringert.

6. Die benotigten Glukosekonzentrationen der pankreatischen Differenzierung in vivo und in

vitro kdnnen nicht miteinander verglichen werden.

7. Eine hohere Ausbeute pankreatischer Vorl&uferzellen I&sst sich erzielen, wenn sehr hohe

Glukosekonzenrationen im Laufe der Differenzierung hinzugeftigt werden.

8. Es gibt Glukose-sensible Intervalle im Laufe der pankreatischen Differenzierung in vitro.

9. Derivate anderer Keimblatter werden durch hohe Glukosekonzentrationen in ihrer

Entwicklung gehemmt.
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