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EINLEITUNG

Embryonale Stammzellen (ES-Zellen) werden aus der inneren Zellmasse der frihen Blastozyste gewonnen,
aus der alle intraembryonalen Gewebe hervorgehen. In Kultur sind diese ES-Zelllinien in Anwesenheit von
embryonalen Fibroblastzellen der Maus (MEF) als Feeder oder des Wachstumsfaktors Leukemia Inhibitory
Factor (LIF) unbegrenzt vermehrbar. Nach Transplantation von Maus-ES-Zellen in Empfanger-Blastozysten
bilden sie Derivate aller drei Keimblatter (Ekto-, Meso- und Endoderm) und verhalten sich damit wie
normale Zellen der inneren Zelimasse des Wirtsembryos (Nagy, 2003). Fur eine Differenzierung der ES-
Zellen in vitro ist der Zwischenschritt Ober dreidimensionale Zellaggregate, Embryoid Bodies (EB),
erforderlich, die mit LIF-freien Selektionsmedien kultiviert werden.

In der in-vivo-Situation sind die Zellen der inneren Zelimasse vom Trophoblasten umgeben. In der
vorliegenden Arbeit wurde ein Modell entwickelt, bei dem EB aus Maus-ES-Zellen (D3-Zelllinie) mit einer
Trophoblastzelllinie (BeWo) interagieren konnen. Es soll untersucht werden, inwieweit die
Trophoblastzellen das Differenzierungsvermogen der ES-Zellen in der EB-Kultur modifizieren kénnen.
Hierzu wurde das Auftreten des frithembryonalen Stammzellmarkers SSEA-1 sowie der keimblatt-
spezifischen Marker Alpha-Fetoprotein (AFP; Endoderm), der Myosinschwerkette (MHC; Mesoderm) und
dem leichten Neurofilament (NFL; Ektoderm) bestimmt.

Modellsysteme

System A) [EB] System B) [EB-MEF] System C) [EB-BeWo]
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MATERIAL UND METHODEN

1) Zellkultur

ES-Zelllinie: Maus-D3 (Doetschmann et al. 1985). Erhaltung: Inhibition der Differenzierung durch MEF-
Zellen und LIF-haltiges Medium, Experimente: Kultivierung zwei Tage im hangenden  Tropfen mit LIF-
haltigem Medium, anschlieend fur einen Tag Schottelkultur, dann weiter fur drei Tage in Modell-
system A) oder B) oder C); Trophoblastzelllinie: BeWo-Zellen, die als Monolayer kultiviert werden (John et
al. 1993); Feeder-Zellen (MEF): Mitomycinbehandelte embryonale Fibroblasten der Maus, die als
Monolayer kultiviert werden.

1) iImmunhistochemie

Fixierung: Ethanol-Aceton; Erstantikorper: Undifferenziert: SSEA-1 [Maus] (MC-480 Developmental Studies
Hybridoma Bank), £ndoderm: Alpha-Fetoprotein (AFP) [Kaninchen] (RaHU/AFP, Nordic Immunology),
Mesoderm: Myosinschwerkette (MHC) [Maus] (MF-20, Dev. Studies Hybridoma Bank), Ektoderm: leichtes
Neurofilament (NFL) [Kaninchen] (SP1092, DPC Biermann); Zweitantikdrper: AlexaFluor 633 anti-
Kaninchen (A-21071, Molecular Probes), AlexaFluor 633 anti-Maus (A-21052, Molecular Probes); Aktin-
Zytoskelett: Phalloidin-TRITC (Sigma); Auswertung: Optische Tomographie mittels konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskops (Modell LSM 510, Carl Zeiss/Jena) (Heneweer et al. 2002).
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ERGEBNISSE

1. Erhaltungskultur [ESZ]
Morphologie: Konfluierende, flache Kolonien bestehend aus 50-100 Zellen
Marker: SSEA-1: positiv; AFP / NFL | MHC: negativ.

-
xy-Schnitt durch eine ES-Zell-Kolonie auf MEF-Feeder: A: Aktin-Signal (blau); B: SSEA-1-Signal (1); C: Komposit
2. ES-Zellen in EB-Kultur [EB] (Modellsystem A)

Morphologie: Kugelartig, unverandert iber die gesamte Kulturdauer
Marker: SSEA-1: negativ; AFP/ NFL / MHC: vereinzelt detektierbar (hier exemplarisch: MHC).
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xy-Schnitt durch einen freien EB: A: Aktin-Signal (blau); B: MHC-Signai (-); C: Komposit

Vorkommen der Marker-positiven Zellen (semiquantitativ)

A) [EB], Schnitt

BY) [EB-MEF], Schnitt

CY) [EB-BeWb), Schnitt

3 2. (Mod. A) 3. (Mod. B) 4. (Mod. C)
Ansatz
Ma rke> ESZ EBs EB-MEF EB-BeWo
mit LIF | ohne LIF | mit LIF [ohne LIF | mit LIF | one LIF | mit LIF | ohne LIF
SSEA- + nd. (&) ) ++ ++ - s
NFL. - nd. + + ) - -
(Ektoderm)
MHC - nd. +* + G (+) - -
(Mesoderm)
AFP . nd. + + " ™ - .
(Endoderm)
++ haufig (+) selten n.d. nicht durchgefuhrt
+ vereinzelt - nicht nachweisbar

3. Ko-Kultur: ES- und MEF-Zellen [EB-MEF] (Modellsystem B)

Morphologie: Radiares Auswachsen der EBs mit Migration in bzw. unter die MEF-Schicht
Marker: SSEA-1: in Auswachszonen positiv; AFP / NFL / MHC: vereinzelt detektierbar (nicht abgebildet).

xy-Schnitt durch die Auswachszone eines EB: A: Aktin-Signal (blau); B: SSEA-1-Signal (11); C: Komposit

4. Ko-Kultur: ES- und Trophoblastzellen [EB-BeWo] (Modellsystem C)
Morphologie: Umwachsen der EBs durch BeWo-Zellen.
Marker: SSEA-1: negativ; AFP/ NFL | MHC: negativ.

.

xy-Schnitt durch einen mit BeWo umwachsenen EB: A: Aktin-Signal (blau); B: SSEA-1-Signal {+1); C: Komposit

ZUSAMMENFASSUNG

Es konnte gezeigt werden, dass EB von BeWo-Zellen fortschreitend umwachsen werden, wobei die
Morphologie der Bodies erhalten bleibt. Die speziellen Wachstumsbedingungen (Nische) dieser Ko-Kultur
scheinen zu einer Arretierung des Differenzierungszustandes der ES-Zellen zu fuhren, d.h. es ist im
untersuchten Zeitraum weder ein Zurickicehren der ES-Zellen in den undifferenzierten (= SSEA-1-positiven)
Zustand noch eine Beschleunigung der Keimblattdifferenzierung (= Zunahme von AFP-, MHC-, NFL-
positiven Zellen) zu beobachten. LIF hat in dem beschriebenen Kultursystem keinen Einfluss auf die
untersuchten Protein-Expressionmuster.

Im Gegensatz dazu zeigt die Ko-Kultur der EB mit MEF-Zellen ein Auswachsen der Bodies und das
Wiederauftreten von SSEA-1 positiven Zellen im Bereich der Auswachszonen. Es lasst sich auch hier kein
LIF-Effekt nachweisen.

Demnach scheinen Maus-EB durch BeWo-Zellen im Sinne einer Verzégerung der weiteren Differenzierung
beeinflusst zu werden, wahrend der Kontakt mit MEF-Zellen zu einer Ruckkehr des embryonalen Markers
SSEA-1 fuhrt. Ob dies durch direkte Zell-Zell-Interaktion und/oder durch sezernierte Faktoren ausgeltst
wird, erfordert weitere Untersuchungen.
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