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Prasenzzeit: Seminarwochenende und Praktikum (60 Stunden)
Selbststudium: Nachbereitung der Vorlesungen (Gberwiegend E-Lear-
ning basiert, deutschsprachige Videos mit englischsprachigen Folien,
sowie Seminararbeiten vorwiegend in Englisch), schriftliche Ausarbei-
tung der Hausarbeit in Englisch, Vortrags- und Praktikumsvorberei-
tung (120 Stunden)

Prifungsform OKlausur, [(IReferat, [OKolloquium, [IPosterprasentation,
OPodiumsdiskussion, XMiindliche Einzel-/ Gruppenprifungen,
OEssay, COForumsbeitrag, DUbungen, CWissenschaftspraktische Ta-
tigkeit, [OBachelor- und Masterarbeit XHaus-/ Seminararbeit,
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CIProjektarbeit, ClLerntagebuch/ Lernjournale

Umfang der Prifung:
Die Abschlussnote ergibt sich aus der Bewertung der schriftlichen Se-

minararbeit und dem zugehorigen Vortrag (50%) sowie dem Labor-
protokoll (50%).

Seminar: Die Notenvergabe erfolgt aufgrund der Bewertung der
schriftlichen Seminararbeit (66,6%) und des Vortrags (33,3%). Semi-
nararbeit in Englisch (mit 15 min. Pradsentation in Engisch oder
Deutsch, sowie 5 min Fragen in Deutsch oder Englisch)

Praktikum: Die Notenvergabe erfolgt aufgrund der Bewertung des
Praktikumsprotokolls. Praktikumsprotokoll (in Englisch oder Deutsch)

Lernziele Fachkompetenz

Studierende kennen und verstehen die gesetzlichen Regelungen zur
Stammzellforschung.

Studierende verstehen die Physiologie von Stammzellen.
Studierende verstehen Signalnetzwerke und kénnen Zellzyklusregula-
tion in Stammzellen analysieren.

Studierende verstehen Stammzelltherapiekonzepte und kénnen diese
anwenden.

Methodenkompetenz
Studierende kdnnen folgende Techniken anwenden und beurteilen:

Tierexperimentelle Arbeiten
Isolierung und Charakterisierung hamatopoetischer Stammzellen aus
der Maus mit Hilfe chromatographischer Techniken

Proteinchemische Techniken
(SDS-PAGE, Western BlLot, Kinaseassays, Enzymkinetik, IC50 Bestim-
mungen von Kinaseinhibitoren, Aufreinigung von GST-Fusionsprotei-

nen
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Zellbiologische Techniken
Zellviabilitatsbestimmungen (MTT Assays), Differenzierung von
Stammezellen, lummunfluoreszenzanalysen

Molekularbiologische Techniken
RNA Isolierung, cDNA Synthese, PCR, qRT-PCR

Immunhistologische Techniken
HE-Farbungen
IHC-Farbungen

Selbst- und Sozialkompetenz

Studierende kennen die Ublichen Verfahren und Grundsatze wissen-
schaftlichen Arbeitens in der Stammzellforschung und kénnen diese
anwenden.

Studierende konnen selbststandig wissenschaftliche Arbeiten auf
dem Gebiet der Stammzellforschung verfassen.

Studierende konnen komplexe Aufgaben in Teams gemeinsam l6sen
und strukturiert bearbeiten.

Lehrinhalte Vorlesung (1 SWS):

- Eigenschaften von Stammzellen

- Stammzellnischen und Stammzellkultur

- Leberstammzellen und Tumorstammzellen

- Molekulare Mechanismen der Stammzellalterung

- Signaltransduktion und Stammzellen

-, Small molecule” Inhibitoren (HDAC- und Kinaseinhibitoren)
- Stammzelltherapie

Seminar (1 SWS): Seminarwochenende in Rettenberg

- Erstellen einer schriftlichen Seminararbeit in Englisch tber ein
Stammzell-relevantes Thema (Auswahl der vorgegebenen The-
men moglich)

- Powerpointprasentation der Seminararbeit (wahrend der Wo-
chenendexkursion in Englisch oder Deutsch)

Praktikum (ganztagig 1 Woche, 2 SWS)

- Praktikumsbezogenes Kurzreferat

- Isolierung und Charakterisierung von hamatopoetischen Stamm-
zellen

- Analyse von Signaltransduktionswegen

- Bestimmung der Expression und Aktivitdt verschiedener Kinasen

- Charakterisierung von potentiellen Kinaseinhibitoren (ICso Bestim-

mungen)




Modulinhalte Stammzellen und Regenerative Medizin

- Nachweis der Expression von Tumorsuppressoren und Stammzell-
markern (Western-Blot-Analysen, Immunfluoreszenzanalysen,
Immunhistochemie, quantitative Realtime PCR)

- Aufreinigung von rekombinanten Proteinen
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Adulte Stammzellen und Tumorstammzellen

1 Einfdhrung

Bevor wir beginnen, uns im Speziellen mit adulten Stammzellen oder Tumorstammzellen zu

beschaftigen, gilt es noch einige Definitionen einzufiihren bzw. zu wiederholen.

Stammzellen werden allgemein charakterisiert durch das Vorliegen von zwei essentiellen Merkmalen:
Pluri- bzw. Multipotenz und Selbsterneuerung. Um als verldssliche Ressource fiir die
Embryonalentwicklung bzw. fiir die Regeneration von Geweben verfligbar zu sein, darf sich der
Stammzellpool nie erschopfen. Es missen immer gentgend Stammzellen verfligbar sein, welche die
benotigten Zelltypen ausbilden und sich in diese differenzieren konnen. Daher missen sich die
Stammzellen selbst immer wieder erneuern und ihre Charakteristika erhalten konnen
(= Selbsterneuerung). Die Begriffe der Pluri-, Mulit- und Unipotenz werden innerhalb der folgenden
Abséatze wiederholt bzw. eingefiihrt:

Ein neuer Organismus, ein Embryo entwickelt sich aus einer befruchteten Eizelle, der Zygote. Unter
allen Stammzellarten ware die Zygote als die potenteste anzusehen, denn die Zygote ist totipotent
und ist damit in der Lage, einen kompletten Organismus auszubilden.

Teilt sich die Zygote, so wird spater das Embryonalstadium der Blastozyste erreicht. In diesem Stadium
steht der Embryo kurz vor der Einnistung. Aus der sogenannten inneren Zellmasse der Blastozyste
kénnen embryonale Stammzellen gewonnen werden. Diese Stammzellen sind pluripotent und
kénnen die Vorlaufer und Zellen der verschiedenen Keimblatter hervorbringen.

Die drei Keimblatter (bzw. auch Keimscheiben) bilden sich durch Einstilpung der Blastozyste und
durch verschiedene komplexe Vorgange in der weiteren Embryonalentwicklung. Wir unterscheiden
hierbei Ektoderm (bildet u.a. Haut, Nervengewebe, Sinnesorgane, Zdhne), Endoderm (bildet u.a.
Epithelien von Leber, Pankreas, Verdauungstrakt, Atmungstrakt) und Mesoderm (bildet u.a. Knochen,
Muskulatur, Bindegewebe).

Im erwachsenen Organismus kommen nach wie vor Stammzellen vor, die sogenannten adulten
Stammzellen. In den Médglichkeiten ihrer Entwicklung sind adulte Stammzellen gegeniber
embryonalen Stammzellen jedoch deutlich eingeschrankter. Sie sind mutlipotent und kénnen damit
Vorlauferzellen und verschiedene Zelltypen innerhalb ihrer Keimblattgrenze generieren. Sie kdnnen
jedoch nicht Vorlaufer und Zellen anderer Keimblatter ausbilden.

Stamm- und Vorlauferzellen im erwachsenen Organismus kdnnen auch unipotenten Charakter haben,
das heift sie kdnnen nur Zellen entlang einer vorgegebenen Entwicklungslinie ausbilden, auf die sie

festgelegt sind.
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2 Adulte Stammzellen

2.1  Zweck und Vorkommen

Wie zur Einflhrung bereits erwahnt wurde sind adulte Stammzellen charakterisiert durch die
Charakteristika der Selbsterneuerung und der Multipotenz. Sie erfiillen im erwachsenen Organismus
die Aufgabe Organe bzw. Gewebe zu erneuern und zu erhalten. Kommt es durch den Alterungsprozess
der Zellen bzw. durch Krankheit oder Trauma zu einer Gewebeschaddigung, so kann das Gewebe durch
adulte Stammzellen, welche die jeweils bendtigten Zelltypen durch Proliferation und Differenzierung
zur Verfugung stellen, wieder regeneriert werden. Hierbei differenzieren die Stammzellen zunachst zu
Vorlduferzellen, die sich dann entlang einer festgelegten Entwicklungslinie weiter zum Ziel-Zelltyp
differenzieren.

Adulte Stammzellen kommen in den Geweben des erwachsenen Organismus in sogenannten
Stammazellnischen vor. Die Stammzellnische sorgt dafiir, dass die Stammzellen erhalten bleiben und
ihre essentiellen Charakteristika nicht verlieren. Hierfiir geben die Zellen, welche die Stammzellnische
bilden, entsprechende Faktoren ab und sorgen fir ein Milieu, das zur Erhaltung der Stammzellen
beitragt.

Adulte Stammzellen kommen in weit mehr Geweben bzw. Organen vor als urspriinglich angenommen
wurde. Man geht davon aus, dass fiir nahezu jedes Gewebe eigene adulte Stammzellen existieren,
welche das entsprechende Gewebe erhalten und regenerieren kénnen. Im Zuge dieser Lektion werden
wir beispielhaft die adulten Stammzellen der Leber, des Darms, des Skelettmuskels und des Blutes
naher betrachten.

2.2 Leber

2.2.1 Funktionen der Leber

Als zentrales Stoffwechselorgan erfiillt die Leber (griechisch ,Hepar”) zahlreiche wichtige Aufgaben.
Als Verdauungsdriise produziert sie bis zu 600 m| Gallensaft pro Tag, unterstiitzt damit die Verdauung
bzw. Aufnahme von Fetten und fordert die Ausscheidung von Fremdstoffen. Zur Entgiftung baut die
Leber Fremdstoffe ab oder wandelt z.B. nicht-wasserl6sliche Stoffe aus dem Zellstoffwechsel um. Die
Leber nimmt auBerdem zentrale Positionen ein im Glucosestoffwechsel (Aufnahme, Neusynthese,
Speicherung/Abgabe), im EiweiBstoffwechsel (Abbau von Ammoniak, Synthese/Abbau von
EiweiBkorpern wie Albumin, Globulin oder Gerinnungsfaktoren) und im Fettstoffwechsel
(Energiegewinnung, Umwandlung in Speicherfett).

2.2.2  Makroskopischer Aufbau der Leber

Die Leber teilt sich makroskopisch in zwei groRe Leberlappen (Lobus dexter/sinister) und zwei kleinere
Leberlappen (Lobus quadratus/caudatus) (siehe Abbildung 1A). Uber die Leberpforte (Porta hepatis),
einen Bereich an der Unterseite der Leber, treten BlutgefdRe, Gallengdnge, LymphgefdRe und
Nervenfasern in die Leber ein bzw. verlassen sie. Uber die Leberarterie (Arteria hepatica) wird die
Leber mit sauerstoffreichem Blut versorgt (25%). Der grofte Teil des Blutes jedoch, der die Leber
erreicht (75%), tritt Giber die Pfortader (Vena portae) in die Leber ein. Die Pfortader sammelt das Blut
aus den unpaaren Bauchorganen (Magen, Darm, Milz, Pankreas) und fiihrt es der Leber zu. Enthalten
sind Nahrstoffe (aus Magen und Darm), Abbauprodukte (Milz), und Hormone (Pankreas). Der vendse
Abfluss von der Leber in Richtung Herz verlduft Gber die untere Hohlvene (Vena cava inferior).
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2.2.3 Feinbau der Leber

Mikroskopisch betrachtet besteht die Leber aus 50.000 bis 100.000 sechseckig wabenformig
aufgebauten Leberldppchen von denen jedes einen Durchmesser zwischen ein und zwei Millimetern
besitzt (siehe Abbildung 1A). An den duBeren Randern der sechseckigen Leberldappchen befinden sich
die sogenannten Periportalfelder Gber welche die Lappchen mit arteriellem Blut (sauerstoffreich) und
mit Blut von der Pfortader (nahrstoffreich) versorgt werden, und tiber welche auch die Abfuhr der
produzierten Gallenflissigkeit (Gallengang) erfolgt. Die drei dafiir erforderlichen GefaBe werden als
Glisson‘sche Trias bezeichnet. Im Zentrum jedes Leberldppchens steht die Zentralvene, die letztendlich
in der Hohlvene endet. Zwischen den Periportalfeldern und der Zentralvene erstrecken sich die
Sinusoide. Die Sinusoide sind erweiterte Leberkapillaren, Gber die das Blut der Pfortader in Richtung
Zentralvene transportiert wird (siehe Abbildung 1B). Wahrend das Blut das Sinusoid passiert kommt
es zum Stoffaustausch mit den Zellen, die die an das Sinusoid angrenzen. Entsprechend ihrer Funktion
koénnen verschiedene Zelltypen der Leber unterschieden werden:

e Hepatozyten (Leberepithelzellen)
Hepatozyten machen etwa 80% des Lebervolumens aus. Sie besitzen starke metabolische
Aktivitat und erfillen die Leber-typischen Stoffwechselfunktionen.

e Cholangiozyten/Gangzellen
Die Cholangiozyten bilden das einschichtige Epithel der Gallengange. Sie produzieren etwa ein
Drittel der Gallenflussigkeit.

e sinusoidale Endothelzellen
Die Endothelzellen zwischen Parenchymzellen (= Masse der Zellen, welche die
Hauptcharakteristika eines Organs besitzen, hier z.B. Hepatozyten) und Sinusoiden werden als
sinusoidale Endothelzellen bezeichnet. Sie kleiden die Sinusoide aus und grenzen sie gegen die
anderen Zellen ab.

e Ito-Zellen (hepatische Sternzellen)
Ito-Zellen kommen im Raum zwischen Endothelzellen und Parenchymzellen vor (Dissé-Raum).
Sie speichern Fette und Vitamin A und produzieren intralobuldre Bindegewebsfasern (von
Bedeutung bei der Entstehung von Leberzirrhose).

o Kupfferzellen
Makrophagen, die in den Sinusoiden vorkommen, werden als Kupfferzellen bezeichnet.

Wahrend das Blut die Sinusoide vom Portalfeld in Richtung Zentralvene durchquert, passiert die
Gallenflussigkeit die benachbarten Gallenkanéalchen in umgekehrter Richtung (siehe Abbildung 1B) um
Uber das Periportalfeld abgefiihrt zu werden.
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Abbildung 1: Makroskopischer und mikroskopischer Aufbau der Leber. Der Feinbau der Untereinheit der
Leberldappchen, der Sinusoide, ist in Abbildung (B) gezeigt.

2.2.4  Leberregeneration

Leberzellen durchlaufen ihrer Funktion geschuldet (Stoffwechsel, Entgiftung) einen entsprechenden
Abnutzungsprozess und mussen kontinuierlich erneuert werden. Die durchschnittliche Lebenszeit
eines Hepatozyten betragt nur zwischen 200 und 300 Tagen. Die Leber besitzt damit ein enormes
Regenerationspotential. Dies zeigt sich u.a. darin, dass die Leber nach teilweiser Entfernung
(Hepatektomie) wieder bis zur urspriinglichen GréRe auswachsen kann. Die entfernten Leberlappen
wachsen dabei nicht anatomisch identisch nach, lediglich die Masse der Leber vergréRert sich bis zum
urspriinglichen Zustand. Dieser Prozess dauert bei Nagetieren unter experimentellen Bedingungen nur
etwa funf bis sieben Tage!

Exkurs: Prometheus

Selbst in der Antike war das Regenerationspotential der Leber bereits bekannt. In der griechischen
Mythologie zeigt sich dies in der Prometheus-Sage:

In der griechischen Mythologie ist Prometheus der Freund und Kulturstifter der Menschheit, der die
Menschen aus Ton formte und ihr Lehrmeister war. Als Strafe fiir eine List, die Prometheus zugunsten
der Menschen erdachte, versagte Zeus den Sterblichen auf der Erde das Feuer. Prometheus brachte
es jedoch wieder zuriick auf die Erde und erweckte damit erneut den Zorn des Gottervaters Zeus.
Dieser bestrafte die Menschen mit Krankheit, Leid und Tod, die aus der Blichse Pandoras stromten und
er bestrafte auch Prometheus, den er in der schlimmsten Eindde des Kaukasus an einen Felsen fesseln
lieB. Prometheus musste dort ausharren wahrend der Adler Ethon jeden Tag zu ihm kam und von
Prometheus Leber fraR. Da er unsterblich war erneuerte sich seine Leber zu seiner Qual immer wieder.
Die Qual dauerte viele Jahrhunderte, bis Herakles ihn aus Mitleid erloste.

10
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Heute wissen wir nicht nur um das extreme Regenerationspotential der Leber, wir wissen auBerdem,
dass dieses Wachstum streng reguliert sein muss. Die Leber ,kennt” dabei ihre benétigte Masse und
die GroRRe, auf die sie wieder auswachsen sollte. Die zugrunde liegenden Regenerationsprozesse sind
dabei streng reguliert durch verschiedene Faktoren, welche in Tabelle 1 in einer Ubersicht dargestellt
sind. Von besonderer Bedeutung unter den Wachstums-terminierenden Faktoren ist der Hippo-
Signalweg, der Giber Zell-Zell-Kontakte moduliert werden kann.

Tabelle 1: Faktoren, Giber welche die Leberregeneration reguliert wird.

Replikations-induzierende Faktoren Replikations-terminierende Faktoren
Hepatocyte Growth Factor Transforming Growth Factor B 1
Interleukin-6 Erkennung von Gallensaure-Leveln im

TurerE renlE s Gl Blut (nukledre Rezeptoren wie FXR)

Transforming Growth Factor o Hippo-Signalweg
Epidermal Growth Factor

Nicht-Peptidhormone (z.B. Triiodo-
thyronin20 und Norepinephrin)

2.2.5 Modelle zur Leberregeneration

»Streaming Liver”

Im &ltesten Modell zur Leberregeneration, im Modell der ,Streaming Liver” (1985), wurde
vorgeschlagen, dass neue Hepatozyten im Portalfeld im Bereich des Hering-Kanals (siehe
Abbildung 1B) entstehen, und anschlieBend Richtung Zentralvene migrieren. Dies wiirde bedeuten,
dass sich im Bereich des Hering-Kanals eine Stammzellnische fir die verantwortlichen Vorlauferzellen
befinden wirde. Als Beweis flir die Richtigkeit dieses Modells wurde angesehen, dass die
Genexpression wdhrend der Migration bzw. Reifung der Hepatozyten entlang des Sinusoids
verschieden ist. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass sich Mutationen in der mitochondrialen DNA
vom periportalen Bereich (Portalfeld) in Richtung des perizentralen Bereichs (Zentralvene) ausdehnen.
Da Mutationen in der mitochondrialen DNA relativ lange brauchen um sich zu etablieren, konnten
diese als sicherer Marker angesehen werden (es handelte sich also nicht um neue Spontan-
mutationen!).

Das Modell der migrierenden/reifenden Hepatozyten bzw. der Streaming Liver wird jedoch dadurch
widerlegt, dass das entdeckte unterschiedliche Genexpressionsmuster der Hepatozyten entlang des
Sinusoids nicht abhangig ist von der Zellreifung, sondern vom Blutfluss im Sinusoid. Wird der Blutfluss
experimentell umgekehrt und von der Zentralvene tber das Sinusoid in Richtung Portalfeld geleitet, so
kehrt sich das Genexpressionsmuster um. Es ist damit abhangig von den im Blut transportierten
Metaboliten und wahrend des normalen Zellumsatzes in der Leber findet keine Migration (reifer)
Hepatozyten statt. Untersuchungen in Nagetieren haben sogar gezeigt, dass sich nach einer
Hemihepatektomie (Entfernung einer funktionellen Leberhalfte) nahezu jede verbleibende Leberzelle
(Hepatozyten und Gangzellen) einmal geteilt hat, um die urspriingliche Masse wieder herzustellen. Die
Leber wiirde damit Gber das einzigartige Merkmal verfligen, dass selbst normale, adulte Hepatozyten
Uber stammzellartige Kapazitat verfigen.

11
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Ovalzell-Modell

Im zweiten Modell zur Leberregeneration werden Ovalzellen als potente Vorlduferzellen in der Leber
angesehen. Ovalzellen wurden bereits 1978 zum ersten Mal beschrieben. Sie sind in der Portalzone
lokalisiert und zeichnen sich zunachst durch eine hohe Proliferationsrate aus. Nach ihrer Migration in
die Leberlappchen kénnen sie zu Hepatozyten differenzieren. Ovalzellen zeigen ein Expressionsprofil,
das dem eines embryonalen Hepatoblasten (Hepatozyten-Vorlaufer) dhnelt. Neben a-Fetoprotein
(exprimiert von endodermalen Geweben wahrend der Embryonalentwicklung) exprimieren Ovalzellen
CK19 (Marker des Gangepithels) sowie Albumin (Marker der Hepatozyten). Auf Ovalzellen wurden
auerdem Marker identifiziert, die auch hamatopoetische Stamm- und Vorlduferzellen
charakterisieren (z.B. c-Kit, SCF, Thy-1, CD34, Sca-1). Ovalzellen kénnen insgesamt als proliferierende,
bipotente Vorlauferzellen angesehen werden, welche sowohl in Hepatozyten als auch in Gangzellen
differenzieren konnen. Problematisch ist allerdings, dass die Gruppe der Ovalzellen nicht genau
umschrieben ist und neben Vorlduferzellen auch reife Gangzellen, aktivierte Ito-Zellen oder
Fibroblasten enthalten kann.

Fur die Aktivierung der Ovalzell-Antwort existieren drei mogliche Modelle (siehe auch Abbildung 2 und
(Duncan et al. 2009)):

a) Klassisches Ovalzell-Modell
Ein Ovalzell-Vorlaufer bildet sich nach Aktivierung zum hepatischen Ovalzell-Vorlaufer um, aus
dem sich sowohl Gangzellen als auch Hepatozyten entwickeln kdnnen.

b) Modell der Ovalzell-Heterogenitat
Ein Ovalzell-Vorldufer bildet sich Gber zwei Zwischenstufen (frihe Ovalzelle, intermediare
Ovalzelle) zur reifen Ovalzelle, aus der sich dann wiederum eine Pra-Gangzelle und eine Pra-
Hepatozyte entwickeln konnen. Diese Vorstufen konnen ihrerseits dann reife Gangzellen bzw.
Hepatozyten ausbilden.

c) Uni-liniares Modell
Sowohl Hepatozyten als auch Gangzellen entwickeln sich Uber getrennte Linien und haben
separate Vorlduferzellen, welche Uber eine Zwischenstufe reife Hepatozyten bzw. Gangzellen
entwickeln kénnen. Die Population der Vorldaufer und Intermediar-Zelltypen wird hierbei als
Ovalzellen bezeichnet.

Wahrend Modelle b) und c) zwar hypothetisch méglich sind, ist Modell a), das klassische Modell,
allgemein am meisten akzeptiert. Im klassischen Ovalzellmodell kénnen fiir die Ovalzell-Antwort vier
Phasen unterschieden werden: Aktivierung, Proliferation, Migration und Differenzierung. Die Ovalzell-
Vorlauferzellen werden zunachst zu hepatischen Ovalzellen aktiviert. Diese proliferieren anschlieend,
migrieren an den Ort, an dem sie gebraucht werden, und differenzieren dort zu Hepatozyten und/oder
Gangzellen. Eine Repopulation des Gewebes mit Hepatozyten und Gangzellen ist damit lber die
Ovalzell-Antwort méglich. Eine Ubersicht tiber die verschiedenen Phasen der Ovalzell-Antwort finden
Sie in Abbildung 3. Jede Phase der Ovalzellantwort wird eingeleitet und durch die Prasenz spezifischer
Faktoren, die zur Aktivierung spezifischer Signalwege beitragen. Diese Faktoren werden u.a. durch die
verschiedenen Zellen im umgebenden Gewebe (bzw. in der ,,Stammzellnische”) abgegeben, die damit
auch malRgeblich an der Regulation der Ovalzell-Antwort beteiligt sind.
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