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Einleitung

1 Einleitung

Die intestinale Schleimhaut gehért zu den regenerativsten Geweben des
erwachsenen Menschen; innerhalb von drei bis sechs Tagen erneuert sich der
Uberwiegende Teil des Darmepithels. Die daftr erforderlichen Stammzellen des
einschichtigen zylindrischen Epithels befinden sich in Vertiefungen des
Darmepithels, den so genannten Krypten. Diese Stammzellen teilen sich
fortlaufend und generieren proliferierende Vorlauferzellen, die sich auf dem Weg
zur Mucosaoberflache zu unterschiedlich spezialisierten Zellen ausdifferenzieren.

Obwohl diese Stammzellen eine ausgepragte Regenerationsleistung aufweisen,
gibt es Uber die Mechanismen ihrer Regulation im Vergleich zu anderen adulten
Stammzellen, wie aus dem ZNS oder dem hamatopoetischen System, wenig
Erkenntnisse. Dabei bieten die epithelialen Stammzellen der Darmmucosa
gegenuber vielen anderen Stammzellkompartimenten den Vorteil, dass die Lage
der Stammzellen in etwa bekannt ist. Dies macht sie besonders fir die
Identifikation neuer Stammzellmarker interessant, da potentielle Marker
histologisch der Stammzellnische zugeordnet werden kdnnen. Im Falle eines
Oberflachenmarkers bestiinde somit die Moglichkeit, die Stammzellen zu isolieren
und naher zu charakterisieren.

Gegenstand dieser Arbeit ist die ldentifikation neuer Marker, die die Isolation
und dadurch auch die Charakterisierung der Zellen der Stammzellnische
ermdglichen. Weiterhin soll ein 3D-Kulturmodell etabliert werden, um die
Stammzellen sowie die Stammzellnische ndher untersuchen zu kénnen. Es wird
zum besseren Verstandnis in den n&chsten Abschnitten auf die Anatomie, die
Stammzellnische, die bekannten Regulationsmechanismen der Stammzellen
sowie auf 3D-Kulturmodelle eingegangen. Die hierbei aufgefiihrten allgemeinen
Informationen wurden aus folgenden Lehrbichern und Reviewartikeln
entnommen: Kedinger et al. 1987, Junqueira et al. 1996, Bach, et al. 2000, Alberts
et al. 2002, Kaeffer 2002, Marshman et al. 2002, Benninghoff und Drenckhahn
2003, de Santa Barbara et al. 2003, Brittan und Wright 2004, Rizvi und Wong
2005, Simon-Assmann et al. 2007 und Scoville et al. 2008.
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1.1 Aufbau und Funktion des Gastrointestinaltraktes

Als Verdauungsapparat werden die Organe zusammengefasst, die dem
Transport, der Verdauung und der Aufnahme der Nahrung dienen und dadurch die

darin enthaltenen Néahrstoffe fir den Korper verwertbar machen (Abbildung 1).
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/ oris
/K Fharynx
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salivariae

Cardia
Corpus Gaster
biliaris

Pylorus

Duodenum
Colon
transversum
Colon Jejunum
ascendens
: Colon
Caecum ——¥n e descendens
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Appendix
vermiformis Colon
sigmofdeumn
Rectum

Abbildung 1: Schema zur Gliederung des Verdauungssystems des Menschen. Das Colon
transversum wurde nicht dargestellt (Benninghoff und Drenckhahn, 2003).

Der Darm dient der Spaltung und Resorption von Nahrungsbestandteilen sowie
der Sekretion. Er weist daher eine starke OberflachenvergroR3erung auf, die durch
Auffaltungen, Zotten (Villi), Krypten und Mikrovilli erreicht wird. Weiterhin ist der
Darm ein wichtiger Bestandteil des Immunsystems. Hier befinden sich
Lymphozyten und lymphatische Gewebe in besonderen Organisationsformen, die
unter dem Oberbegriff des Mucosa-assoziierten lymphatischen Gewebes (GALT,

gut-associated lymphoid tissue) zusammengefasst werden.
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Abbildung 2: Schematischer Aufbau des Verdauungskanals (nach Junqueira und Carneiro, 2004).

Der Darm besteht aus dem Dinndarm (Intestinum tenue) und dem Dickdarm

(Intestinum crassum) und gliedert sich in folgende Abschnitte:

Intestinum tenue (Dinndarm):  Duodenum (Zwolffingerdarm)
Jejunum (Leerdarm)
lleum (Krummdarm)
Intestinum crassum (Dickdarm): Caecum (Blinddarm)
Appendix vermiformis (Wurmfortsatz)
Colon  (Grimmdarm), bestehend aus C.
ascendens, C. transversum, C. descendens und

C. sigmoideum, Rectum (Mastdarm)
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Im Querschnitt betrachtet ist die Darmwand aus vier Hauptschichten und weiteren
Unterschichten aufgebaut (Abbildung 2, Abbildung 3):

Hauptschicht Unterschicht

Tunica mucosa Epithelium (Einschichtiges
Saulenepithel)

Lamina propria mucosae
(Bindegewebe mit Blut- und
Lymphgefalien, Lymphfollikeln und

freien Abwehrzellen)

Lamina muscularis mucosae (glatte
Muskelzellschicht zur Feineinstellung
der Schleimhaut)

Tela submucosa Submucosa (Bindegewebe mit Blut-
und Lymphgefal3en, Lymphfollikeln und

dem Plexus submucosus)

Tunica muscularis Stratum circulare (Ringmuskelschicht)

Plexus myentericus (Nervenplexus)

Stratum longitudinale
(Langsmuskelschicht)

Tunica Serosa (intraperitoneal) bzw. Serosaepithel (einschichtiges

Adventitia (extraperitoneal) Plattenepithel)

Lamina propria serosae
(Bindegewebe mit Blut- und

Lymphgefal3en sowie Nerven)

Tela subserosa (Bindegewebe)
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Abbildung 3: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Diinn- (A — C) und Dickdarms (D —
F) der Ratte. A Ubersicht des Diinndarms; es sind die Muskelschichten (Mu), die Submucosa (Su)
und die in das Lumen (Lu) ragende Villi (Vi) zu erkennen. B Zungenférmige Villi (Vi) des Jejunum
(MF — Oberflache der Mucosa). Die Pfeile weisen auf die Offnungen der intestinalen Driisen. C
Mikrovilli auf der Oberflache von Enterozyten (MA). D Ubersicht des Dickdarms bestehend aus
Serosa (Se), Muskelschichten (ME), Submucosa (Su) und Mucosa (Mu, Lu = Lumen). E
VergréRBerung aus D. Die Muskularis externa (ME) kann in Langsmuskulatur (L) und
Ringmuskulatur (C) unterschieden werden. In der Mucosa (Mu) sind Kryptenstrukturen des
Epithels (TG) zu erkennen. F VergroRerung aus E. Die Krypten des Darmepithels (TG), sowie
deren Offnung (Op) in Richtung Darmlumen (Lu) sind deutlich zu erkennen. Im Darmepithel
befinden sich Becherzellen (Pfeile) und Enterozyten (CE). Diese liegen einer Basallamina (BM) auf
(Kessel und Kardon 1979).
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1.2 Zelltypen des Darmschleimhautepithels

Die epitheliale Auskleidung der Schleimhaut leitet sich aus der Gastrulation von
dem inneren Keimblatt, dem Entoderm ab. Dieses bildet Epithelien aus dem
Verdauungstrakt, Pankreas, Thymus, Atmungstrakt, der Leber, Schilddrise,
Harnblase und Harnrohre.

Die Zellen des Darmepithels entstehen aus Stammzellen, die sich im unteren
Bereich der Darmkrypten befinden. Der am meisten vorkommende Zelltyp ist der
Enterozyt (Saumzelle). Zwischen diesen Enterozyten liegen Becherzellen und
enteroendokrine Zellen. Im Dunndarm findet man zusatzlich im Kryptengrund
Paneth’'sche Kornerzellen. Als weiterer Zelltyp zeigen sich im Darmepithel
intraepitheliale Immunzellen, die jedoch nicht aus den Stammzellen des Epithels

hervorgehen, sondern aktiv in das Epithel einwandern (Abbildung 4).

Enterozyten (Saumzellen)

Die Enterozyten sind die am meisten vorkommenden Zellen des Darmepithels
(Abbildung 3F). Im Duodenum besteht das Epithel zu 90 % aus Enterozyten, im
Jejunum, lleum und Colon zu 80 %. lhre Hauptaufgabe besteht aus der
Resorption von Nahrstoffen und Wasser. Sie weisen einen aus Mikrovilli
(Abbildung 3C) bestehenden Birstensaum auf und sind durch ein
Schlussleistennetz miteinander verbunden. Durch Einbaustudien mit radioaktiv
markiertem Thymidin in M&usen konnte eine Fluktuation der Enterozyten innerhalb

von drei Tagen festgestellt werden (Cheng und Leblond 1974, Karam 1999).

Becherzellen

Ein weiterer Zelltyp des Darmepithels sind die Becherzellen (Abbildung 3F). Sie
weisen keinen Burstensaum auf und besitzen eine Vakuole, die mit Mucinen
geflllt ist. Sie sind je nach Darmregion in unterschiedlicher Menge vertreten, ihre
Anzahl nimmt vom Dinndarm zum Dickdarm stark zu (4,2 % im Duodenum, 6,3 %
im Jejunum, 11,9 % im lleum und 16 % im Colon). Die Lebensdauer betragt

ahnlich wie bei Enterozyten in M&usen drei Tage (Cheng 1974, Karam 1999).
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Enteroendokrine Zellen

Weiterhin kommen im Darmepithel enteroendokrine Zellen vor (ca. 1 % des
Darmepithels; Cheng und Leblond 1974), die Hormone, Neurotransmitter und
Wachstumsfaktoren sekretieren und je nach ihrer Lage in zwei Gruppen eingeteilt
werden. Die enteroendokrinen Zellen des offenen Typs erreichen die Lichtung des
Magen-Darm-Kanals und tragen auf der luminalen Oberflache Rezeptoren, mit
denen sie den Chymus Uberprifen und mit entsprechender Hormonausschuttung
reagieren konnen. Enteroendokrine Zellen des geschlossenen Typs sind
vollstdndig von nicht endokrinen Zellen umschlossen und reagieren auf
physikalische Reize oder chemische Veranderungen im Blut und im Gewebe. Sie
kobnnen auch auf nervbsem Wege gereizt werden. Die Sekretion der
enteroendokrinen Zellen kann endokrin oder parakrin erfolgen. Die parakrine
Freisetzung geschieht meist tGber Zellen des geschlossenen Typs (Rehfeld 1998).
Die Lebensdauer der enteroendokrinen Zellen zeigt grof3e Differenzen. Sie
unterscheidet sich in den verschiedenen Bereichen des Darmes, enteroendokrine
Zellen besitzen eine Lebensdauer von vier Tagen im Dinndarm und 23 Tage im
Colon descendens (Cheng und Leblond 1974, Tsubouchi und Leblond 1979).

Paneth’'sche Kodrnerzellen

Im Dinndarm sind am Kryptengrund Paneth’sche Kérnerzellen (3 — 7 % des
Darmepithels) zu finden (Cheng 1974). Ihre Aufgabe ist bisher noch nicht ganz
klar. Es ist moglich, dass diese Zellen unter anderem einen Einfluss auf die
Stammzellen besitzen, da sie eine Reihe von Faktoren (z. B. Epidermaler
Wachstumsfaktor oder Tumornekrosisfaktor-a, (TNF-a)) freisetzen, die fir die
Regulation epithelialer Proliferation und Differenzierung bekannt sind (Poulsen et
al. 1986, Tan et al. 1993). Weiterhin wird davon ausgegangen, dass die
Paneth’'schen Kornerzellen die Mikrobiozénose der Darmflora regulieren. Sie
schitten dafur Faktoren wie z. B. Lysomzyme oder Cryptidine aus. Paneth’sche
Kdrnerzellen sind aul3erdem in der Lage Bakterien zu phagozytieren (Peeters und
Vantrappen 1975, Ouellette und Selsted 1996). Der Turnover von Paneth’schen
Kdrnerzellen bei Mausen liegt bei 15 Tagen (Cheng 1974).
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Paneth’sche Enteroendokrine Becherzellen Saumzellen

Kornerzellen Zellen

/4

[
&

kY

\\I
\
)

Stammzellen

Abbildung 4: Die intestinale Stammzelle und deren Differenzierung. Die Stammzellen des
Darmepithels sind in der Lage sich im Dinndarm in vier und im Dickdarm in drei verschiedene
Hauptzelltypen zu differenzieren. Die Paneth’schen Kérnerzellen sind diinndarmspezifische Zellen
(Barker und Clevers 2007).

Immunzellen

Im Darmepithel finden sich ebenfalls Zellen des Immunsystems. Zu ihnen
gehoren die intraepithelialen Lymphozyten und M-Zellen. lhre Aufgabe besteht
darin, einen Kontakt von Antigenen mit den lymphatischen Zellen der Peyerschen
Plaques (lleum, Appendix vermiformis) und Solitarfollikeln (Colon, Rektum) zu
vermitteln. Das mucosale Immunsystem besitzt nicht nur eine wichtige Rolle bei
der bakteriellen und viralen Immunabwehr, sondern ist auch bei intestinalen
Autoimmunerkrankungen, wie bei der Colitis ulcerosa und dem Morbus Crohn

beteiligt.
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Stammzellen

Der Uberwiegende Teil des Oberflachenepithels des Darms erneuert sich alle
drei bis sechs Tage, wobei differenzierte Epithelzellen in der Regel durch
Apoptose degenerieren. Neue Epithelzellen werden von Stammzellen, die sich im
unteren Bereich der Darmkrypten befinden, nachgebildet. Es wird davon
ausgegangen, dass sich zwischen vier und sechs Stammzellen pro Krypte
befinden, aus denen langlebige epitheliale Vorlauferzellen hervorgehen, die
zeitbegrenzt eine hohe Zellteilungsrate aufweisen (Bjerknes und Cheng, 1999,
Marshman et al. 2002). Die Teilung der Stammzelle erfolgt in der Regel
asymmetrisch, d. h. es entsteht eine Stammzelle und eine Tochterzelle, die sich in
eine der vier moglichen Zellen differenziert. Bei einer intestinalen Verletzung
konnen sich die Stammzellen auch symmetrisch teilen, um einen neuen

Stammzellpool aufzubauen (Booth und Potten 2000).

1.3 Die Stammzellnische und die Lage der epithelial en

Stammzelle

Die epitheliale Stammzellnische beschreibt ein komplexes Mikroenvironment, in
dem die Position, Anzahl und Differenzierungsprozesse der Stammzelle reguliert
werden. Stammzellen von schnell erneuernden Epithelien verbleiben in definierten
Regionen (Abbildung 5). Die Stammzellen teilen sich im Vergleich zu den stark
proliferierenden Vorlauferzellen nur sehr langsam. Sie fuhren dabei eine
asymmetrische Zellteilung durch, aus der wieder eine Stammzelle und eine
epitheliale Vorlauferzelle hervorgehen. Diese Tochterzellen werden als transient
amplifizierende Population (transient amplifiying population, TA) bezeichnet
(Abbildung 6). Marshman und Mitarbeiter vermuten hierarchische Zonen in den
Krypten, wodurch Zellen, die diese Zonen durchlaufen sich zu Beginn zwar noch
teilen, aber ihre Stammzelleigenschaften aufgrund der Umgebung verlieren. Falls
jedoch eine Krypte beschadigt wird, sind die TA-Zellen in der Lage sich zu
Stammzellen zu dedifferenzieren (Marshman et al. 2002). Die Hemmung und
Aktivierung des Stammzellkompartiments und die Richtung der Differenzierung
(Determination) hangen aul3erdem entscheidend von Wachstumsfaktoren,
Interaktionen zwischen benachbarten Zellen und der extrazellularen Matrix im

Mikrokompartiment ab. Weiterhin scheinen nicht nur Zellen der Mucosa bei der

-9-
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Differenzierung der Epithelzellen eine Rolle zu spielen, sondern es gibt einige
Hinweise, dass Neurone (Bjerknes und Cheng, 2001) und Gliazellen (Neunlist et
al. 2007) und unter dem Epithel liegende Myofibroblasten (Finch et al. 1995,
Fritsch et al. 1997) die Proliferation und Determination der epithelialen

Stammzellen beeinflussen kdnnen.

Darmlumen
=
5 A
5 ¢/ Differenzierung

Progenitor-
zellen

Proliferation
Mukosa

kompartiment

Abbildung 5: Schematische Darstellung des epithelialen Stammzellkompartiments in der Mucosa
des Colons.

Uber die exakte Lage der Stammzellen im Dunndarm ist man sich noch nicht im
Klaren. Es bestehen zurzeit zwei Ansichten bezlglich der Stammzellposition im
Dunndarm. Potten konnte in einer Studie durch eine langzeitige, radioaktive
Bestrahlung von Mausen zeigen, dass sich an Position (4+) von Krypten, direkt
Uber den Paneth’schen Kornerzellen, sich langsam teilende strahlungssensitive
Zellen befinden, die auch dort verbleiben (Potten 1977). Andere gehen davon aus,
dass so genannte saulenférmige Zellen an der Kryptenbasis im Dinndarm (crypt
base columnar cells, CBC), die sich zwischen den Paneth’schen Kérnerzellen
befinden und sich schnell teilen, die wahren Stammzellen des Dunndarmepithels
sind (Abbildung 6; Bjerknes und Cheng 1981, Bjerknes und Cheng 1981/2, Barker
et al. 2007). Die Stammzellen des Colons werden im Kryptengrund vermutet
(Abbildung 5, Brittan und Wright 2003).

-10 -
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B

Differenzierte Zellen:

- Enteroendokrine Zellen
- Becherzellen
- Enterozyten

TA Zellen

@ ® !

Stammzellen

‘ 4
Dedifferenzierung \ ’
Myofibroblasten
Selbst-
erneuerung
Stammzelle Paneth’sche

Kdérnerzellen

Zellmigration

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Stammzellhierarchie epithelialer Stammzellen. A: Die
Stammzelle (blau) verbleibt in ihrer Stammzellnische und teilt sich asymmetrisch. Aus ihr gehen
eine neue Stammzelle sowie eine Progenitorzelle hervor. Diese Progenitorzelle fihrt weitere Zell-
teilungen durch und bildet eine so genannte transient amplifizierende Population (violett, TA).
Deren Nachkommen (griin und gelb) differenzieren sich zu den verschiedenen Epithelzelltypen
aus. B: Stammzellhierarchie in der Dinndarmkrypte. Die Lage der Stammzellen (blau) wird
kontrovers diskutiert. Es wird davon ausgegangen, dass sie sich entweder Uber den Paneth’schen
Kdrnerzellen (gelb) und/oder am Kryptengrund befinden. Es wurden daher beide Positionen in der
Abbildung beriicksichtigt. Die direkten Tochterzellen sind von den Stammzellen nicht unterscheid-
bar. Zellen in der TA-Region migrieren wahrend ihrer Differenzierung in Richtung Darmlumen. Nur
die Paneth’schen Kdérnerzellen und manche Enteroendokrine Zellen migrieren im Falle von hdher
liegenden Stammzellen zur Kryptenbasis (nach Rizvi und Wong, 2005).

Scoville und Mitarbeiter versuchten diese kontroversen Beobachtungen

aufeinander abzugleichen und stellten drei mogliche Hypothesen auf:

1. CBC-Zellen sind die echten Stammzellen des Darmepithels, wahrend die
(4+)-Stammzellen eine Ausnahmeerscheinung aufgrund des Langzeit-
versuches darstellen konnten.

2. Die (4+)-Zellen sind die echten Stammzellen des Darmepithels und nicht
die CBC-Zellen. Die 2007 veroffentlichte Arbeit von Barker und Mitarbeiter
unterstitzt diese Theorie jedoch nicht.

3. Sowohl CBC-Zellen als auch (4+)-Zellen sind die Stammzellen, es wirden
somit zwei Subpopulationen existieren. Die durch Langzeitmarkierung
identifizierten (4+)-Zellen konnten sich in einem anhaltenden, stillen
Zustand befinden wahrend die CBC-Zellen eine Stammzellpopulation
reprasentieren, die in einem aktiven Zustand ist und dadurch schnell auf

stimulierende Signale von angrenzenden Zellen reagieren konnte. Eine

-11 -
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Aktivierung der (4+)-Zellen koénnte durch Stress oder Verletzungen
hervorgerufen werden. Es bestinde also die Mdglichkeit, dass in schnell
erneuernden adulten Geweben zwei Stammzellpositionen koexistieren und

koordiniert zusammenarbeiten (Scoville et al. 2008).

1.4 Molekulare Regulation der intestinalen Stammzel len

Um die Stammzellen des Darmes verstehen und manipulieren zu kdnnen,
missen Signalwege identifiziert werden, die die Stammzellen indirekt Uber die
Stammzellnische oder direkt 0Uber die Proliferation regulieren. Wichtige
Signalwege, die an dieser Regulation des intestinalen Stammzellkompartiments
beteiligt sind, sind die Wnt-, Notch-, Hedgehog- und BMP-Signalwege. Sie werden

im Folgenden naher erlautert.

1.4.1 Der Wnt-Signalweg

Der kanonische Wnt Signalweg spielt eine entscheidende Rolle in der
Embryonalentwicklung und hat einen grofRen Einfluss auf die Regulation von
Stammzellen und deren Differenzierung (z. B. Wodarz und Nusse 1998, Smalley
und Dale 1999, Yamaguchi 2001). In Bezug auf Stammzellen sind der Wnt
Signalweg und dessen Downstream gelegene Transkriptionsfaktoren Lef/Tcf
(Lymphoid enhancer factor-1/T-cell factor) bei der Erhaltung der Stammzellnische
stark involviert.

Das sekretierte Wnt-Protein bindet an zwei Rezeptoren, Frizzled und Lrp (Low
density lipoprotein-related receptor protein). Die Aktivierung der Signalkaskade
resultiert in der Hemmung einer Kinase, so dass [(-Catenin im Cytoplasma
angereichert wird und in den Zellkern wandert, um dort mit den
Transkriptionsfaktoren Lef/Tcf zu interagieren und die Zielgene zu transkribieren.
Ist kein Wnt an den Rezeptor gebunden, wird [B-Catenin phosphoryliert und
abgebaut.

Der Wnt-Signalweg spielt auch im Darm bei der Zellproliferation und
-differenzierung eine entscheidende Rolle. Expressionsstudien in der Maus
zeigten, dass viele Komponenten des Wnt-Signalwegs im Darmepithel und dessen
Umgebung exprimiert werden (Abbildung 7, Gregorieff et al. 2005). Mutationen im

APC-Gen (adenomatous polyposis coli), das im Komplex mit der Kinase fir den
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Abbau von B-Catenin verantwortlich ist, kénnen zu einer erhéhten (-Catenin
Konzentration fuhren, wodurch die Transkription der Zielgene verstarkt wird. Diese
Mutationen resultieren in einer adenomatdsen Polyposis. Es entstehen Polypen im
Dickdarm, die im weiteren Verlauf entarten und zu Darmkrebs fuhren kdnnen
(Groden et al. 1991, I. Nishisho et al. 1991, Reya und Clevers 2005).
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Abbildung 7: Expressionsmuster von Wnt-Signalkomponenten im adulten Darm der Maus. Die
Abbildung zeigt eine schematische Darstellung des Diinn- und Dickdarms. Das Epithel ist in gelb
dargestellt. Es wurden nur Expressionsmuster von Wnt-Signalkomponenten dargestellt, die fur die
epitheliale Proliferation/Differenzierung relevant sind. Dkk3, Wnt-5a, Wnt-5b, Wnt-6, TCF-1, Fzd-6
und Fzd-4 sind in Adenomen hochreguliert. Andere Faktoren wie WIF, Dkk-2 und LEF werden im
gesunden Darm nicht jedoch in Adenomen stark exprimiert (Gregorieff et al., 2005).
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Wahrend der Embyronalentwicklung spielt der Wnt-Signalweg im Darm
ebenfalls eine gro3e Rolle. Dies wurde in Mausen nachgewiesen, deren Tcf-4 Gen
in einem Exon, das eine DNA-Bindungssequenz kodiert, unterbrochen wurde.
Homozygote Tcf4-Mutanten entwickelten sich normal bis Embyronaltag 14,5. Zu
diesem Zeitpunkt waren jedoch Villis und Krypten weniger stark ausgepragt als im
Wildtyp und es konnten keine proliferierenden Zellen im Darmepithel detektiert
werden (Korinek et al. 1998). Dies weist darauf hin, dass der Wnt-Signalweg fur
die Erhaltung der Proliferation in der Stammzellnische entscheidend ist. Ahnliches
konnte durch eine ektopische (nicht am physiologischen Ort befindliche)
Expression des Wnt-Inhibitors Dickkopfl (Dkkl1) unter der Kontrolle des Villin-
Gens im Darmepithel gezeigt werden. Homozygot genveranderte Mause wiesen
weniger Kryptenstrukturen im Darm auf und zeigten ebenfalls eine stark reduzierte
Proliferation im Darmepithel (Pinto et al. 2003). Sie sind jedoch im Gegensatz zu
den Tcf-4 Knockout-M&ausen lebensfahig.

Der Wnt-Signalweg konnte auch eine wichtige Rolle darin spielen, die
Zelldifferenzierung einzuleiten. In der Colonkarzinomzelllinie Caco-2 konnte
gezeigt werden, dass bei differenzierten Zellen der Wnt/B-Catenin Signalweg
herunterreguliert ist (Mariadson et al. 2001). Ein weiteres Beispiel ist c-MYC, ein
Zielgen des Wnt-Signalwegs. C-MYC ist ein Protoonkogen, das in vielen
Krebsarten tberexprimiert wird. Es steigert die Zellproliferation und hemmt die
Expression des Zellzyklusinhibitors p21, der unter anderem in differenzierten
Colonepithelzellen vorkommt (van de Wetering et al. 2002).

Der Wnt-Signalweg spielt aul3erdem eine Rolle bei der Migration in der
Stammzellnische. Knockout Mause fir den EphB3-Rezeptor, der ein Wnt-Zielgen
ist, scheinen einen normalen Darm zu entwickeln, die Paneth’schen Kdrnerzellen
befinden sich jedoch nicht nur im Kryptengrund des Dinndarms, sondern lassen
sich bei den Mutanten auch entlang der Krypten bis in die Villi nachweisen (Batlle
et al. 2002).
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1.4.2 Der Notch-Signalweg

Der Notch-Signalweg dient dazu, molekulare Unterschiede zwischen
benachbarten Zellen zu verstarken. Die Entscheidungsfindung der Zellen erfolgt
nach dem Prinzip der lateralen Inhibition (Mdller und Hassel 2003). Bei dieser
Regulation findet ein wechselseitiger Austausch von Signalen bei benachbarten
Zellen statt. Die Signalmolekiile, die bei der lateralen Inhibition in der Zellmembran
verankert sind und eine wichtige Rolle spielen sind Notch und Delta. Dabei wirkt
Delta als hemmendes Signal und Notch als Rezeptor fur dieses Signal. Das
bekannteste Beispiel fir diese Art von Regulation ist die Bildung von Neuroblasten
bzw. Epidermiszellen aus Neuroektodermzellen (Muller und Hassel 2003). Ein
Zielgen der Notch-Signalkaskade ist HES (hairy/enhancer of split), das wiederum
die Expression von verschiedenen Helix-Loop-Helix-Proteinen, wie z. B. von
Math-1 und Neurogenin-3 inhibiert (Alberts et al. 2002, Miller und Hassel 2003).

Immunhistochemische Untersuchungen im Darm der Maus zeigten, dass vier
Notch-Rezeptoren, finf Liganden und vier HES-Gene exprimiert werden (Schroder
und Gossler 2002). Hes-1"" Knockout-Mause weisen eine erhohte Anzahl von
sektretorischen Zellen im Darm auf (Jensen et al. 2000). Entsprechend dazu
besitzen Math-1" Tiere keine Paneth’schen Kornerzellen, Becherzellen und
Enteroendokrine Zellen (Abbildung 8, Yang et al. 2001). In homozygoten
Neurogenin-3 Knockout-Mausen lassen sich ebenfalls keine enteroendokrinen
Zellen detektieren; Paneth’sche Kornerzellen und Becherzellen sind jedoch
vorhanden (Jenny et al. 2002). Dies weist darauf hin, dass weitere Faktoren fiir die
Differenzierung in Richtung dieser sekretorischen Zellen notwendig sind. Maus-
Chiméaren mit einer Negativmutation in Racl (Racl gehdrt zur Rho GTPase
Familie von GTP-Bindungsproteinen) weisen in entsprechenden Krypten und Villi
keine Becher- und Paneth’schen Kornerzellen auf (Stappenbeck und Gordon
2000). Diese Arbeiten deuten darauf hin, dass der Notch-Signalweg einen Einfluss
auf die zellulare Differenzierung des Darmepithels besitzt.
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Abbildung 8: Der Notch-Signalweg im Darm. A: Histologischer Schnitt eines Dinndarms einer
adulten Maus. Die Vorlauferzellen (braun) wurden mit Hilfe eines Antikdrpers gegen Cyclin PCNA
(proliferating cell nuclear antigen) nachgewiesen. Die Enterozyten exprimieren die alkalische
Phosphatase (rot), Becherzellen sekretieren Mucine (blau). B: Mathl, eine Komponente des
Notch-Signalwegs, beeinflusst die Differenzierung der intestinalen Epithelzellen. In Vorlauferzellen,
die Notch stark exprimieren, wird der Transkriptionsfaktor Hesl angeschaltet, wodurch die
Expression von Mathl und anderen ,prosekretorischen* Genen blockiert wird. Wird der
Transkriptionsfaktor Mathl exprimiert, steht den Vorlauferzellen die Wahl zu Becherzellen,
enteroendokrinen Zellen oder Paneth’schen Kérnerzellen zu differenzieren (van den Brink et al.,
2001).

1.4.3 Der Hedgehog-Signalweg

Hedgehog-Proteine sind wie die Wnt-Proteine Signalmolekiile, die sekretiert
werden und lokal in vielen Entwicklungsprozessen beteiligt sind. Sie spielen im
Embryo beispielsweise eine Rolle bei der Links-Rechts-Asymmetrie, in der
anterior-posterioren Musterung der Schwanzknospe und bei der Bildung des
Neuralrohrs. Veranderungen im Hedgehog-Signalweg kénnen sich daher wahrend
der Entwicklung letal auswirken. In Wirbeltieren sind drei verschiedene Hedgehog-
Gene bekannt: sonic, desert und indian hedgehog. Der entsprechende Rezeptor
ist Patched, ein transmembranes Molekl (Alberts et al. 2002).

Die Expression von Sonic Hedgehog und Indian Hedgehog wahrend der
gastrointestinalen Entwicklung vermittelt das anterior-posteriore sowie radiale

Patterning und die epitheliale Proliferation und Differenzierung von Stammzellen.

-16 -



Einleitung

Knockout-Mause fur Sonic Hedgehog und Indian Hedgehog sind nicht
lebensfahig. Der Darm dieser Mause weist starke Veranderungen auf. Bei Sonic
Hedgehog-Mutanten zeigt sich eine Stenose im Zwolffingerdarm und eine gestorte
Innervierung des Darms. Bei Indian Hedgehog-Mutanten proliferieren und
differenzieren die epithelialen Stammzellen in einem geringeren Mal3e und der
Dickdarm ist, wie bei der Hirschsprungkrankheit, aganglionar. Die Tiere weisen
aulRerdem eine reduzierte Villusgréf3e und eine geringere Zellproliferation in der
Stammzellnische auf (Ramalho-Santos et al. 2000). Versuche, bei denen
Hedgehog-Antikbrper embryonalen und postnatalen Mausen verabreicht wurden,
fuhrten zu Fehlorganisationen im Dinndarm mit vakuolisiertem Epithel und einer
gestorten Fettresorption (Wang et al. 2002). Der Hedgehog-Signalweg spielt
jedoch nicht nur in der Morphogenese des Darms eine grof3e Rolle, sondern auch
in der epithelialen Differenzierung. Eine Inhibition des Indian Hedgehog-
Signalwegs durch Injektion von Hedgehog-Inhibitoren resultiert in einer
abnormalen Expression von Villin und Karboanhydrase 1V, typische Marker fur
differenzierte Enterozyten. Dies konnte darauf hinweisen, dass der Hedgehog-
Signalweg einen direkten Einfluss auf die Differenzierung von Enterozyten besitzt.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass ein Verlust der Indian Hedgehog
Expression bei homozygoten Knockout-Mausen zu einer erhdhten Proliferation im
Darmepithel sowie zu Dysplasien fihrt. Es wird daher vermutet, dass Indian
Hedgehog die Differenzierung reguliert, iber den Hedgehog-Signalweg den [-
Catenin-TCF-Signalweg hemmt und dadurch die Expression der Wnt-Zielgene
reduziert (van den Brink et al. 2004).

1.4.4 Der BMP-Signalweg

BMPs (bone morphogenic protein) bilden die grél3te Familie der TGF-(3
Superfamilie (transforming growth factor). Diese Proteine werden grof3tenteils
sekretiert und wirken hormonell oder als lokale Mediatoren, um weit reichende
biologische Funktionen zu regulieren. Sie sind wahrend der Entwicklung an
Musterbildungen beteiligt, beeinflussen die Proliferation, Differenzierung, Bildung
extrazellularer Matrix und den Zelltod und sind bei Regenerationsprozessen von

Geweben involviert (Alberts et al. 2002).
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Im Bereich des Darmes gibt es bezuiglich des BMP-Signalwegs ebenfalls einige
Erkenntnisse. Ein genomisches Sequenzieren des Rezeptors BMPR1A bei
Patienten mit juveniler Polyposis zeigte, dass diese Personen eine nonsense
Mutation aufweisen. Es kann daher vermutet werden, dass auch der BMP-
Signalweg eine entscheidende Rolle in den epithelialen Stammzellen des Darmes
spielt (Howe et al. 2001). Heterozygote Knockout-Mause fir Smad4 zeigen ein
ahnliches Krankheitsbild. Sie entwickeln nach einem Jahr inflammatorische
Polypen im Magen und Zwolffingerdarm aufgrund von loss of heterozygosity in
den epithelialen Zellen (Takaku et al. 1999). Transgene M&ause, die unter der
Kontrolle eines Villin-Promotors Noggin exprimieren, bilden untypisch im rechten
Winkel zur Zottenachse Krypten. Sie erscheinen normal und exprimieren
verschiedene Whnt-Zielgene, die auch in gewohnlichen Krypten auftreten (Haramis
et al. 2004). Dies koénnte ein Hinweis darauf sein, dass Bmp-4 in der Bildung der
intestinalen Stammzellnische beteiligt ist.

Fkh6é (forkhead homolog 6) ist ein weiterer Transkriptionsfaktor, der an der
Stammzellregulation im Darm mitzuwirken scheint. Homozygote knockout-Mause
fur diesen Faktor, der im Mesoderm benachbart zum Epithel exprimiert wird,
zeigen starke morphologische Verdnderungen im Magen, Duodenum und
Jejunum. Die Villi sind stark verkirzt und zeigen zusatzlich proliferierende Zellen
in den Intervillusregionen. Es lassen sich alle vier Epithelzelltypen nachweisen, die
Anzahl der Becherzellen ist jedoch im Gegensatz zum Wildtyp erh6ht. Dies deutet
darauf hin, dass Fkh6 einen Einfluss auf die Differenzierung der Zellen hat
(Kaestner et al. 1997).

1.5 Stammzellmarker

Eine generelle Problematik in der Stammzellforschung ist haufig das Fehlen von
spezifischen Markern, welche eine Charakterisierung und in einem weiteren
Schritt die zielgerichtete Isolation der Stammzellen ermoglicht. Mdgliche
Kandidaten waren spezifische Rezeptoren, die bei der Regulation der
Stammzellen des Darmepithels, tUber die im vorherigen Kapitel beschriebenen
Signalwege, eine Rolle spielen.

2007 konnte ein Markergen (Lgr5, leucine-rich repeat-containing, G protein-

coupled receptor) identifiziert werden, das gezielt in den saulenférmigen Zellen
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der Kryptenbasis zwischen den Paneth’schen Koérnerzellen im Duidnndarm
exprimiert wird (Barker et al. 2007). Lgr5 ist ein G-Protein gekoppelter Rezeptor
mit einer Leucin-reichen extrazellularen Domane und ist ein Zielgen des Wnt-
Signalwegs. Es konnten auch Lgr5-positive Zellen im Kryptengrund vom Colon
festgestellt werden. An der Basis der Magendrisen wurden ebenfalls Lgr5-positive
Zellen detektiert, die Stammzellen des Magenepithels befinden sich jedoch im
Isthmusbereich, d. h. in der sich verengenden Region der Magendriisen, die im
oberen Drittel lokalisiert ist (Benninghoff und Drenckhahn 2003).

Weiterhin ist in der Literatur ein Faktor im Darm beschrieben (Musashi-1), der in
Stammzellen aus dem basalen Teil der Colonkrypte exprimiert wird (Nishimura et
al. 2003, Potten et al. 2003). Musashi-1 ist ein RNA-bindendes Protein und wird
mit der asymmetrischen Zellteilung in neuralen Progenitorzellen des ZNS in
Verbindung gebracht (Okano et al. 2005). Es wird angenommen, dass Musashi-1
die Notch-Signalkaskade durch Inhibierung der Translation von Numb, das in den
neuralen Vorlauferzellen asymmetrisch verteilt ist, beeinflusst. Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass neben Musashi-1 auch Hesl, ein Transkriptionsfaktor den
Musashi-1 reguliert, in diesen Zellen exprimiert wird (Kayahara et al. 2003).

Einen weiteren Stammzellmarker kdnnte das p1-Integrin darstellen, welches
besonders stark von proliferierenden Zellen der Colonkrypte exprimiert wird
(Fujimoto et al 2002). Integrine sind transmembranare Adh&asionsmolekile, die fur
einen starken Zell-Zell-Kontakt sorgen und dadurch Zellen im Gewebe festhalten
(Evans und Calderwood 2007).

Die Expression der repulsiven Guidancemolekile RGMa und RGMb konnte
2005 in der Proliferationszone des Dinndarms von Mausen nachgewiesen
werden. Sowohl die Stammzellen als auch die Paneth’schen Kdrnerzellen zeigten
ein positives Signal bei der in situ Hybridisierung (Metzger et al. 2005). Bisher ist
jedoch kein geeigneter Antikérper gegen dieses Oberflachenantigen vorhanden,
der eine Isolation dieser Zellen ermoéglichen wiirde.

Voraussetzung fur eine gezielte Isolation von intestinalen Vorlaufer- und
Stammzellen des Darmepithels ist also zum einen ein Oberflachen-Epitop, das
von den entsprechenden Zellen exprimiert wird und ein geeigneter Antikorper, der
dieses Epitop an lebenden Zellen erkennt. Die Proteine Lgr5, RGM und [B1-

Integrin bilden erste Ansatzpunkte, um gezielt Darmstammzellen mit Hilfe von
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Antikdrpern, die gegen diese Proteine gerichtet sind, identifizieren und isolieren zu

kdnnen.

1.6 Dreidimensionale Gewebekulturen des Darmes

Bei der Uberwiegenden Anzahl der Darmepithel-Zellkultursysteme werden
Monolayerkulturen mit primaren oder immortalisierten intestinalen Zellen
verwendet (gereviewed von Simon-Assmann et al. 2007). Die Isolation der Zellen
erfolgt durch Gewebeexplantation, mechanische Isolation durch Sektion und
Trituation, durch Verwendung von so genannten Chelatbildnern (EDTA;
Ethylendiamintetraessigsaure) oder proteolytischen Enzymen (Collagenase-
Dipase, Trypsin oder Thermolysin). Zuvor wird meist die Mucosa mechanisch von
dem Darm abgelost (Kaeffer 2002). Der groRe Nachteil bei der Verwendung von
primaren Darmepithelmonolayerkulturen besteht in ihrer limitierten Kultivierungs-
dauer. Im Gegensatz zu anderen epithelialen Kulturen wie Keratinozyten, Urothel
oder Mundschleimhautepithel kann die Proliferation der Darmschleimhaut-
epithelzellen in der Zellkultur nicht aufrechterhalten werden. Die primaren Stamm-
und Vorlauferzellen des Darmepithels leiten in der Zellkultur ahnlich wie in vivo
nach wenigen Tagen die Differenzierung und nachfolgend ihre Apoptose ein. Die
Bedingungen zur Aufrechterhaltung des Stammzellkompartiments in vivo sind
zurzeit noch unbekannt und kénnen daher nicht auf die Zellkultur Gbertragen
werden. Bei der Verwendung von fétalem Material finden die Differenzierungs-
prozesse in der Zellkultur verzogert statt. Aber auch hier kbénnen langfristig die
Zellen in vitro nicht expandiert werden. Aufgrund dieser Problematik werden viele
Untersuchungen, die sich mit intestinalen Schleimhautepithelzellen befassen, mit
immortalisierten Zelllinien durchgefuhrt, damit aber auch in Kauf genommen, dass
diese Zellen im Vergleich zu priméren Zellen unphysiologischere Eigenschaften
aufweisen.

Die Funktionalitat des Epithels hangt von verschiedenen Faktoren ab: z. B. von
der dreidimensionalen Organisation des Gewebeverbands, von extrazellularen
Matrix Proteinen, vom epithelialen Zell-Zell-Kontakt und von der epithelialen-
mesenchymalen Zell-Zell-Kommunikation.

Dreidimensionale Primarkulturen bieten daher die Madoglichkeit komplexe,

zellulare Interaktionen von verschiedenen Zellpopulationen der Darmmucosa zu
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analysieren. Sie werden beispielsweise fur Studien im Bereich der Physiologie,
Pharmakologie, Entwicklungsbiologie, Tumorforschung und Mikrobiologie
eingesetzt (Trier 1976, Howdle 1983).

Langzeit, dreidimensionale Zell- und Gewebekulturen des Darmes
verschiedener Spezies werden seit den 70er Jahren vor allem in der
Grundlagenforschung genutzt. Es sind verschiedene Kaultivierungsverfahren
beschrieben worden. Beispielsweise werden die Explantate an der Luft-Medium-
Grenze kultiviert. Das Medium befeuchtet lediglich das Gewebe, so dass ein
Kontakt mit der Gasphase moglich ist, ohne dass die Kulturen austrocknen
(Kedinger et al. 1987). Um dies zu ermdglichen, werden als Trager z. B.
Linsenpapier oder Membranen verwendet (Ménard und Arsenault 1987). Die
Medienzusammensetzung variiert in jeder Studie. Es werden meistens Antibiotika,
L-Glutamin, Seren sowie Wachstumsfaktoren (epidermaler Wachstumsfaktor;
EGF) und Hormone (Insulin, Glukokortikoide, Dexamethason) zugesetzt (Kaeffer
2002). Diese komplexen in vitro Modelle werden zurzeit in Kombination mit neuen
analytischen Methoden wieder entdeckt und spielen eine wachsende Rolle in der
intestinalen Forschung (Abud et al. 2005, Quinlan et al. 2006).
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1.7 Aufgabenstellung

Die Isolation von epithelialen Stamm- und Vorlauferzellen aus dem Darm ist ein
wichtiger methodischer Baustein zur Generierung neuer Darmschleimhaut im
Bereich der Regenerativen Medizin mittels Techniken des Tissue Engineering. Ein
weit groReres Potential konnte im moglichen Transdifferenzierungspotential
intestinaler Stammzellen liegen. Aus der Entwicklungsbiologie ist bekannt, dass
sich aus dem Vorderdarm die Leberanlage, das Pankreas und die Lunge
entwickeln. Isolierte Stammzellen konnten sich moglicherweise unter Einsatz
geeigneter Wachstumsfaktoren in Hepatozyten, Pankreaszellen und Lungen-
epithelzellen differenzieren. Dies wuirde neue Zelltherapieverfahren bei der
Behandlung von geschadigten entodermalen Geweben ermdglichen.

Weiterhin kdnnte eine Isolation dieser Stammzellen die Mdglichkeit bieten,
grundséatzliche Mechanismen dieser Zellen zu untersuchen.

Voraussetzung fir eine gezielte Isolation von intestinalen Vorlaufer- und Stamm-
zellen des Darmepithels ist jedoch ein geeigneter Antikdrper, der ein Oberflachen-
epitop an lebenden Zellen erkennt. Ziel dieser Doktorarbeit war daher die
Identifizierung, Charakterisierung und Isolierung von entodermalen Stammzellen
aus Kolonkrypten. Um dieses zu erreichen, sollten folgende Teilschritte bearbeitet

werden:

1. Eine Charakterisierung von humanem Darmgewebe mit histologischen
Farbemethoden.

2. Eine systematische Charakterisierung des Stammzellkompartiments mit
verschiedenen Stammzellmarkern aus dem hamatopoetischen und mesen-
chymalen System.

3. Zellanreicherung von entodermalen Stamm- und Vorlauferzellen mit MACS
(Magnetic Cell Sorting) bzw. FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting).

4. Die Etablierung einer organotypischen Gewebekultur des Darmes fur eine
Charakterisierung der zuvor isolierten Darmstammzellen in vitro.

5. Eine umfangreiche Analyse des Differenzierungspotentials im Gewebe-
kulturmodell und im Tiermodell (Hihnerembryo und Nacktmaus).
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2 Material und Methoden

2.1 Zell- und Gewebematerial

Murines Gewebe

Fur die organotypische Gewebekultur wurde fotales (Stadium E18 bis E20) und
adultes Colon von C57BL/6 Méausen verwendet. Die Organentnahme erfolgte nach
den Richtlinien des Tierschutzgesetzes. Die entsprechende Tierversuchsanzeige

wurde vom Regierungsprasidium Tubingen genehmigt.

Humanes Gewebe

Die humanen Gewebeproben stammten aus Resektionen bei erwachsenen
Patienten, die aufgrund eines Karzinoms oder einer Sigmadivertikulitis operiert
wurden. Juveniles Gewebe stammte von Kindern, die aufgrund einer
Hirschsprung-Erkrankung oder Atresie operiert wurden oder eine Ruckverlagerung
des Anus praeter bekamen. Das Gewebe wurde gemal den Richtlinien von der

Ethikkommission genehmigt.

Zelllinien

Die Zelllinie Caco-2/TC7 wurde fiur die FACS-Analyse, fur die
Immunhistochemie und fir in vitro Untersuchungen verwendet. Caco-2 Zellen
entstanden aus humanen Colon-Adenokarzinomzellen und wurden bis zu

Passage 40 fur die Experimente kultiviert.

2.2 Isolation von primaren Darmepithelzellen

Epithelzellen des Darmes wurden ausschlief3lich von humanem Gewebe isoliert.
Der Transport des Gewebes aus dem OP-Bereich zum Zellkulturlabor erfolgte in
Hanks' Balanced Salt Solution ohne Ca*/Mg?* (HBSS, PAA, Pasching,
Osterreich), versetzt mit Penecillin (100 U/ml, PAA), Streptomycin (100 pg/ml,
PAA) und Metronidazol, (50 pg/ml, Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad
Homburg, Deutschland) auf Eis. Die Praparation des Darmes wurde unter der
Sterilbank durchgefuhrt. Dabei wurde zunadchst der Darm in frisches HBSS
Uberfihrt und anschlieBend die Mucosa von den ubrigen Gewebeschichten

vorsichtig mit einer Pinzette, unter Verwendung einer Stereolupe, isoliert.
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Anschlielend wurde durch Absaugen mit einer 1 ml Pipette der von den
Becherzellen produzierte Mucus mechanisch entfernt und die gereinigte Mucosa
zur Isolation des Darmepithels im Falle von juvenilem Gewebe fir ca. 15 Minuten
in einer 2 mM EDTA-L6sung (Roth) in PBS ohne Ca?/Mg®* (PAA) bei
Raumtemperatur (RT) inkubiert. Anschlieend wurde die Mucosa in ein
Falcontube in PBS ohne Ca*/Mg?®" uberfiihrt und tiber Nacht bei 4 T auf einer
Wippe (ST5, Neolab, Heidelberg) bei einer Frequenz von 20 pro Minute
geschuttelt. Die Krypten des Epithels konnten dann am nachsten Morgen mit Hilfe
einer 1 ml Pipette aus der Lamina Propria gespult werden. Bei adultem Gewebe
lieBen sich die Darmkrypten nach einer 30mindtigen Inkubation in der 2 mM
EDTA-L6sung (in PBS ohne Ca?'/Mg®") herausspiilen. Es besteht ebenfalls die
Mdoglichkeit, die Krypten mit 0,05 % Thermolysin in HEPES-Puffer zu isolieren. Mit
dieser Methode zeigen die isolierten Zellen eine bessere Vitalitdt. Nachfolgende
Analysen ergaben, dass die Oberflachenantigene der Zellen durch die
enzymatische Behandlung abgebaut wurden.

Zur Erhaltung einer Einzelzellsuspension wurden zunachst die isolierten Krypten
mittels zweier Zentrifugationsschritte zweimalig mit PBS ohne Ca*/Mg*'
gewaschen. Die erste Zentrifugation erfolgte bei 20 g, die zweite bei 200 g in einer
Tischzentrifuge (Modell 5810R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Anschliel3end
erfolgte die enzymatische Zellvereinzelung der aufgereinigten Krypten. Diese
wurde entweder mit einer Papainlésung (0,02 % Papain (Sigma, Frickenhausen,
Deutschland) und 5 mM L-Cystein (Sigma) in HBSS ohne Ca*/Mg®*) bei 37 T fiir
1 h (juveniles Gewebe) bzw. 3 h (adultes Gewebe) oder mit einer Collagenase-
Dispase-L6sung (750 U/ml Collagenase Xl (Sigma) und 250 mg/ml Dispase
(Roche, Mannheim, Deutschland) in HBSS mit Ca®/Mg**) bei 37 € fiur 1 h
durchgefuhrt. Wahrend dieser Inkubationszeit wurde das Epithel durch
mehrmaliges Trituieren mit einer abgeflammten Stangenpipette oder einer
abgeflammten 1 ml Pipettenspitze homogenisiert. Die Zellen wurden dreimal mit
PBS mit Ca®’/Mg®* gewaschen und abschlieBend iiber einen 40 pm Zellsieb
gegeben. Das aufgefangene Zellfiltrat wurde fir die nachfolgenden Experimente

verwendet.
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HEPES-Puffer:
« 6,7 mM KClI (Roth)
e 147 mM NaCl (Merck)
e 10 mM HEPES (Sigma)
e 1 mM CacCl,-Dihydrat (Sigma)

e pH auf 7,4 einstellen.

» steril filtrieren (Millex GP, 0,22 um, Millipore).

2.3 Zellkultur

Die Zellkulturexperimente wurden in Sicherheitsstufe 1 Laboratorien unter
sterilen Bedingungen, unter Verwendung von Multiwellplatten oder T-Flasks
(Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland), durchgefiihrt. Die
Inkubation der Zellen und Gewebe erfolgte in einem Inkubator mit 95 %
Feuchtigkeit und 5 % CO, bei 37 . Ein Mediumwechsel wurde alle drei Tage
durchgefuhrt.

2.3.1 Gewebekulturmodell

Zur Etablierung der Gewebekulturen wurde muriner Colon prapariert. Bei
adulten Tieren wurde der Darm der Lange nach gedffnet, gereinigt und mit dem
Skalpell in 2 mm? groRe Stiicke geschnitten. Gewebekulturen aus dem Dickdarm
fotaler Mause (E18) wurden mit Hilfe eines Mcllwain Tissue Choppers (Campden
Instruments, Loughborough, UK) hergestellt. Die Gewebeschnittev (Slices) wurden
senkrecht zum Darmrohr mit einer Dicke von 200 um geschnitten. Die Praparation
erfolgte in kaltem HBSS mit Ca**/Mg** (PAA), versetzt mit Penicillin, Streptomycin
und Metronidazol. Die praparierten Kulturen wurden anschlieBend auf
unbeschichtete Membraneinsatze (Millipore CM, 0.4 um Porengrol3e, Millipore,
Eschborn, Deutschland) transferiert, die jeweils in die Vertiefung einer 6-well
Platte Uberfuhrt wurden. Jedes well enthielt 800 pl Organkulturmedium. Die
Gewebekulturen wurden bis zu zwei Wochen kultiviert. Das Kulturmedium wurde

alle zwei Tage gewechselt.
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Gewebekulturmedium:
* 45 % (v/v) HEPES buffered (25 mM) DMEM low Glucose (PAA)
45 % (viv) Ham's F12 (PAA)
* 10 % (v/v) adultes Pferdeserum (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
e 100 U/ml Penicillin (PAA)
e 100 pg/ml Streptomycin (PAA)
e 2 mM L-Glutamin (PAA)

e 1:100 Insulin-Transferrin-Selenium-X-Supplement (Invitrogen)

* 1 mg/ml Albumax (Invitrogen)

e 1 uM Hydrokortison (Sigma)

e 14,3 nM Glukagon (Sigma)

e 1nM 3,3,5-Triiod-L-Thyronin (Sigma)

e 200 uM Askorbat-2-Phosphat (Sigma)

e 20 uM Linolséure (Sigma)

+ 10 nM Ostradiol (Sigma)

* 5 ng/ml (embryonale Kulturen) bzw. 50 ng/ml (adulte Kulturen) keratinocyte
growth factor (KGF; Sigma)

2.3.2 Zellkultur, Caco-2 Zelllinie

Die Caco-2 Zelllinie, eine humane Colonkarzinomzelllinie, wurde fur die FACS-
Analyse und zur Evaluierung des Organkulturmodells verwendet. Um einen Stock
an niedrigen Passagen zu erhalten, wurde die Zelllinie zunachst vermehrt und in
speziellen Einfriergefal3en (neoLab, Heidelberg, Deutschland) mit Einfriermedium
kryokonserviert.

Die Zellen konnten durch einmaliges Spulen mit PBS und anschlie3endem
Inkubieren  fir ca. funf Minuten mit einer  Trypsin/EDTA-LOsung
(0,5 mg/ml/0,22 mg/ml; PAA) abgelost werden. Das Splitten der Zellen wurde in

einem Verhaltnis von 1:10 durchgefuhrt.
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Caco-2 Zellkultur-Medium:
«  DMEM Medium, high Glucose (PAA)
10 % (viv) Fotales Bovines Serum (FBS; Biochrom AG, Berlin,
Deutschland)
* 100 U/ml Penicillin

e 100 pg/ml Streptomycin

Einfriermedium zur Kryonkonservierung:
e DMEM Medium, high Glucose
« 20 % (v/v) FBS
* 100 U/ml Penicillin

e 100 pg/ml Streptomycin
e 10 % (v/iv) Dimethylsulfoxid (DMSO; Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland)

2.4 Pharmakologische Behandlung der adulten Organku ltur und
der Mause mit Dexamethason

Die SGK1 Expression wurde durch die Behandlung von adulten Mausen und der
Gewebekultur mit Dexamethason analysiert. Den Tieren wurde eine
Dexamethasonphosphat-dinatrium Losung (gelost in 0,9 % Saline, Sigma) mit
10 pg/g Korpergewicht fur 8 h injiziert. Als Kontrolle wurde den Mausen 0,9 %ige
Saline verabreicht. Die adulten Organkulturen wurden 14 Tage nach Kultivierung
in vitro fur 8 h mit 100 nM Dexamethason behandelt. Abschlie3end wurden die
Gewebe in TissueTek eingefroren und 10 pum dicke Kryostatschnitte fir die in situ

Hybridisierung angefertigt.

2.5 Infektionsexperimente mit Candida albicans

Die in dieser Doktorarbeit verwendeten Candida Stdmme waren Candida 14
(klinisches Isolat SC5314) wund Candida 34 (cphl::hisG/cphl::hisG,
efgl::hisG/efgl::hisG::URA3::hisG; Dieterich et al. 2002). Die Stamme wurden bei
30 € Uber Nacht in YPD Medium mit 2 % (v/iw) Glukose (BD, Heidelberg,

Deutschland), angeimpft von einer YPD-Platte, kultiviert. Fur die Infektions-
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experimente wurden jegliche Antibiotika entfernt. Es wurden 1000 Zellen in 1 pl
YPD Medium mit 0,1 mM Uridin auf die bereits 10 d kultivierten Gewebekulturen
pipettiert. Nach 8 bzw. 24 h wurden die Kulturen mit 4 % (v/w) PFA (2.6.1) fixiert
und in Paraffin eingebettet. Fir die Candida-Farbung wurde die Grocottfarbung
(2.9.3) auf 5 um dicken Paraffinschnitten durchgefuhrt.

YPD (Yeast/Pepton/Dextrose) Medium:
* 10 g/l Hefeextrakt (Roth)
» 20 g/l Baktopepton (BD)
e 0,1 mM Uridin (Roth)
* in ddH0 losen.

* pH auf 6,5 einstellen.
* Autoklavieren.

» fur Plattenkulturen wird 20 g/l Agar (Roth) zugegeben.

2.6 Durchflusszytometrie

Das Akronym FACS (Fluorescence activated cell sorting), welches haufig
synonym zu Durchflusszytometrie verwendet wird, ist eine geschitzte
Handelsmarke der Firma Becton Dickinson (BD). Das Prinzip der FACS-Analyse
beruht auf der Emission von optischen Signalen seitens einer mit Fluorochromen
markierten Zelle, die einen Laserstrahl passiert. Es werden in Losung befindliche
Zellen Uber eine Kapillare angesaugt und passieren im Sensormodul einzeln einen
Laserstrahl. Die Zelle emittiert dabei Streulicht und durch Fluorochrom markierte
Antikdrper Fluoreszenzimpulse, wodurch man unterschiedlich Eigenschaften der
Zelle ableiten kann. Das Streulicht wird durch ZellgroRe, die Struktur der
Zellmembran sowie intrazellulare Bestandteile beeinflusst. Dieses Streulicht
besteht zum einen aus dem Vorwartsstreulicht FSC (Forward Scatter), das durch
die Beugung des Lichts hervorgerufen wird und als Mal} fir die Zellgro3e dient,
und dem Seitwartsstreulicht SSC (Side Scatter), das durch die Brechung des
Lichts entsteht und die Granularitat der Zellen bestimmt. Das Fluoreszenzsignal
entsteht durch eine Inkubation der Zellen mit einem Fluoreszenzfarbstoff (z. B.

Propidiumiodid fur Zellzyklusanalyse oder lebend-tot-Diskriminierung) bzw. mit
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Antik6rpern, die gegen bestimmte Oberflachenmerkmale gerichtet und mit

verschiedenen fluoreszierenden Farbstoffen verbunden sind.

2.6.1 FACS-Analyse mit Antikdrperfarbung

Es wurden Antikérperfarbungen an der Caco-2 Zelllinie und primar isolierten

Epithelzellen des Darmes durchgefuhrt und anschlieRend per FACS analyisert.

Fur die Messung wurde ein FACSCanto Il (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,

Deutschland) verwendet.

Durchfiihrung:

¢

Blockierung von je 10° Zellen mit 20 pl Gamunex 10 % (Bayer Vital GmbH,
Leverkusen, Deutschland; 1:10 mit FACS-Puffer verdinnt) fir 10 Minuten
auf Eis.

Verdinnung der blockierten Zellen auf 10° Zellen pro 50 ul mit FACS-
Puffer.

Inkubation von je 10° Zellen mit 25 pl Antikérperiiberstand in einem FACS-
Roéhrchen (5 ml Polystyrene Round-Bottom Tube, BD) fur 15 Minuten auf
Eis.

Waschen der Zellen durch Auffullen der FACS-Réhrchen mit FACS-Puffer
und Zentrifugation fiir 7 Minuten bei 300 g.

Inkubation mit 10 ul Sekundéarantikérper pro 10° Zellen 15 min auf Eis. Die
Antikdrper (Anti-Mouse-PE, Anti-Mouse-FITC; DAKO Deutschland GmbH,
Hamburg, Deutschland) werden 1:15 mit FACS-Puffer verdinnt.

Waschen der Zellen durch Auffullen der FACS-Réhrchen mit FACS-Puffer
und Zentrifugation fir 7 Minuten bei 300 g.

Eventuell Zellen in 1 % (v/iw) Paraformaldehyd (PFA) aufnehmen und tber
einen 25 um Zellsieb geben, anschlieRend Messung durchfihren. Fur eine

Pl-Farbung werden die Zellen mit 70 % (v/v) eiskaltem Ethanol fixiert.

FACS-Puffer:

PBS ohne Ca®'/Mg?* (PAA)
0,01 mg/ml Bovine Serum Albumin (BSA; Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland)
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4 % PFA:
e 100 ml 10x PBS
e 800 ml ddH»0O

* auf 60 T erhitzen.

40 g PFA (Sigma) und 1 — 2 ml 10 M NaOH unter dem Abzug zugeben.
* pH auf 7,4 einstellen.

* mit ddH,0 auf 1 | auffullen.

 filtrieren und bei 4 C lagern (bei — 20 < langer e Lagerung maoglich).

10x PBS:
« 1,37 M NaCl
¢« 27 mM KCI

e 15 mM KH,PO4 (Roth)

e 117 mM NaH;PO,4 (Merck)
e in ddH,0 lésen.

e pH auf 7,4 einstellen.

* vor Gebrauch 1:10 mit ddH,0O verdinnen und pH-Wert tberprufen.

2.6.2 Zellzyklusanalyse

Die Durchflusszytometrie bietet die Mdglichkeit, den Zellzyklus innerhalb einer
Population darzustellen. Der fur die Zellzyklusanalyse am haufigsten verwendete
Fluoreszenzfarbstoff ist Propidiumiodid (P1), ein interkalierend wirkendes Molekiil,
das an doppelstrangige DNA bindet. Da Pl unspezifisch auch an doppelstréangige
RNA bindet, ist es notwendig die Zellen vor der FACS-Analyse mit RNAse zu
behandeln um entsprechende Messfehler auszuschlieBen. Wird eine mit PI
inkubierte Zellsuspension analysiert, ist es aufgrund des Zellzyklus-abhangigen
DNA-Gehalts und der dadurch unterschiedlichen Fluoreszenzintensitat méglich,
die Zellen den verschiedenen Phasen des Zellzyklus zuzuordnen:

* GO0/1-Phase
* S-Phase
* M-/G2-Phase
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In dieser Arbeit wurde vor der Propidiumiodid-Farbung eine Antikorperfarbung
wie oben beschrieben (2.6.1) durchgefuhrt.

Durchflihrung:

¢ Zellen mit eiskaltem 70 % EtOH bei 4 < fixiert und bis zur PI-Farbung
aufbewahren.

¢ Zellen waschen durch Auffillen der FACS-ROhrchen mit FACS-Puffer
und Zentrifugation fir 7 Minuten bei 300 g.

¢ Inkubation der Zellen mit 50 pg/ml PI (Sigma) und 100 pg/ml RNAse A
(Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland)

¢ Dbei 4 T im Dunkeln fir 10 min.

¢ Messung durchfuhren.

2.7 Magnetic Cell Separation

Die Magnetic Cell Separation (MACS) dient der Sortierung von bestimmten
Zellen aus einem Zellgemisch mit Hilfe von Antikérpern, die an
Oberflachenproteine binden. Zur Durchfihrung werden die sich in einer
Suspension befindenden Zellen mit so genannten MicroBeads inkubiert. Dabei
handelt es sich um etwa 50 nm grol3e Beads, die an Antikérper gebunden sind
und aus mit Eisenoxid umgebenen Polysacchariden bestehen. Es kann entweder
eine direkte Bindung, d. h. die MicroBeads sind direkt mit einem Primé&rantikorper
gekoppelt, oder eine indirekte Bindung stattfinden, bei der ein Sekundarantikdrper
mit  MicroBeads gekoppelt ist. Die Antikbrper erkennen spezifische
Oberflachenproteine und sorgen dadurch fur die Bindung der MicroBeads an die
gewinschte Zellpopulation. Beim Durchfluss durch eine S&ule, die von einem
starken Magnetfeld umgeben ist, werden die mit den MicroBeads markierten
Zellen zuriickgehalten. Auf diese Weise erhalt man beim Spilen der Saule nur
unmarkierte Zellen. Nach dem Entfernen des Magnetfeldes kann zudem auch die
markierte Zellpopulation durch Spiilen der Saule gewonnen werden.

Es wurden in dieser Arbeit von isolierten und vereinzelten Darmepithelzellen
SSEA-1 positive Zellen mit der MACS-Methode sortiert. Die Uberprufung der
MACS-Selektion erfolgte Uber eine anschlie3ende FACS-Analyse.
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Durchfiihrung:

¢

Zellen mit einer Neubauer zZahlkammer zahlen und maximal 3x 10’ Zellen

in einem 15 ml Tube zentrifugieren.

¢ Zellen in 500 pl SSEA-1 Zellkulturiiberstand aufnehmen und 5 min auf Eis
inkubieren.

¢ Zellen in 6 ml MACS-Puffer aufnehmen, 10 min bei 300 g zentrifugieren.

¢ Uberstand abnehmen und Zellen in 240 pl MACS-Puffer resuspendieren.

¢ 60 pl rat anti-mouse IgG1 MicroBeads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland) zugeben, gut mischen und 15 min auf Eis inkubieren.

¢ Falls anschliel3end eine FACS-Analyse durchgefihrt werden soll: 20 ul anti-
mouse IgG1 PE direkt zugeben, gut mischen und weitere 5 min auf Eis
inkubieren.

¢ Zellen in 6 ml MACS-Puffer aufnehmen, 10 min bei 300 g zentrifugieren.

¢ 500 pl MACS-Puffer auf die Saule (Large Cell Separation Columns, Miltenyi
Biotec) geben.

¢ Zellen in 500 pl MACS-Puffer mit 1 mM DTT aufnehmen.

¢ Zellsieb (Pre-Separation Filter, Miltenyi Biotec) auf die Saule aufbringen.

¢ Zellen auf den Zellsieb/Séaule geben.

¢ 2 — 3x 500 pl MACS-Puffer zum Waschen auf die Saule geben, um nicht-
markierte Zellen herauszuspilen.

¢ Saule entfernen und auf ein frisches 15 ml Tube geben.

¢ 1 ml MACS-Puffer auf die Saule geben und die positiv-markierten Zellen
heraussplen.

¢ Die Separation der Zellen mit einer neuen Saule wiederholen, um eine
bessere Reinheit zu erreichen.

MACS-Puffer:

0,01 mg/ml BSA (Roche)

2 mM EDTA

in PBS ohne Ca*'/Mg?* 16sen.

pH auf 7,2 einstellen.

Im Ultraschallbad (ElImaS10, Elmasonic, Morfelden-Walldorf) 30 min
entgasen, auf Eis stellen.
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2.8 Invitro Untersuchung der Epithelstammzellen

Die Stammzellen des Darmepithels wurden in vitro, durch Implantation in das
embryonale Organkulturmodel untersucht. Dazu wurden ganze Krypten zentral in
die fotale Schnittkultur implantiert. Die Organkulturen wurden dafir zunachst fur
einen Tag kultiviert. Anschlielend erfolgte die Implantation mit Hilfe einer
Mundpipette (WPI, Berlin, Deutschland). Die Krypten wurden direkt in die zentrale
Offnung der Organkultur gegeben. Die Organkulturen wurden bis zu zehn Tage

weiter kultiviert, anschliel3end mit PFA (2.6.1) fixiert und histologisch ausgewertet.

2.9 Histochemie

Gewebe oder Organkulturen wurden mit Hamalaun/Eosin-, Alcianblau- und

Grocott-Farbungen histochemisch gefarbt.

2.9.1 Hamalaun/Eosin-Farbung (HE)

Das Hamalaun ist ein positiv geladener Farbstoff, der sich wahrend der Farbung
an die negativ geladenen Phosphatgruppen von Nukleinsauren anlagert. Die
tiefblaue Farbung der Kerne wird durch Inkubation in Leitungswasser erreicht. Das
wasserlosliche Eosin G ist ein rot-gelblicher Farbstoff, der negativ geladen ist und
an positive Gruppen von beispielsweise Eiweil3en bindet. Es erzeugt somit eine
Plasmafarbung von Zellen.

In dieser Arbeit wurden die zu untersuchenden Gewebe zunéchst je nach Groélie
fur 1 —4 hin 4 % (v/w) Paraformaldehyd (PFA; 2.6.1) fixiert und anschlielRend zur
Entwasserung in ein Routinelabor gebracht. Nach erfolgter Einbettung in Paraffin
wurden 5 um dicke Schnitte an einem Mikrotom hergestellt und auf silanisierte
Objekttrager aufgezogen. Da sich die Gewebeschnitte in Paraffin befanden wurde
zuerst eine Entparaffinierung 20 min in Xylol (Roth, Karlsruhe, Deutschland) mit
einer anschlieBend absteigenden Alkoholreihe (Xylol/EtOH 1:2, 100 % EtOH,
96 % (v/v) EtOH, 70 % (v/v) EtOH, 50 % (v/v) EtOH jeweils 5 min) vorgenommen.
Danach erfolgte die Farbung des Gewebes mit einer Mayers Hamalaunldsung
(Merck, Darmstadt, Deutschland), die 1:2 mit ddH,O verdinnt wurde. Das zu
farbende Gewebe wurde 2 sec in der filtrierten Losung inkubiert. Anschlie3end

wurden die Gewebeschnitte mit Leitungswasser fur 5 min geblaut und danach
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5 min mit einer 0,5 % wassrigen Eosin G-Losung (Merck) gefarbt. Nach erneutem
Waschen mit ddH,O und einer aufsteigenden Alkoholreihe wurden die Schnitte mit
Hico-Mic (Hirtz & Co. Kdéln, Deutschland) eingedeckelt.

Beschichtung von Objekttragern mit Silan:

* Objekttrager kurz in Aceton (Roth) tauchen.

e 10 min in einer 2 % Silan-Acetonldésung (Sigma) inkubieren.
* 2x kurz in ddH,0 waschen.

* Objekttrager bei 60 € trocknen.

2.9.2 Alcianblau Farbung

Die Alcianblau-Farbung dient dazu, saure Molekile, im Darm das saure Mucin,
anzufarben. Diese Farbung wurde an Paraffinschnitten durchgefuhrt, die wie in
2.9.1 beschrieben entparaffiniert und in ein wassriges Milieu gebracht wurden.

Durchfihrung:
¢ Schnitte in ddH,O bringen.

20 min in Alcianblau inkubieren.

In 3 % (v/v) Essigsaure spulen.

+
.
¢ 5 min unter flieBRendem Leitungswasser waschen.
¢ 5 minin ddH,O spilen.

¢ Eventuell mit Himalaun farben wie in 2.9.1 beschrieben.
+

Aufsteigende Alkoholreihe und mit Hico-Mic eindeckeln.

Alcianblau:
e 1 g Alcianblau (Roth)
e« 100 ml 3 % (v/v) Essigsaure

e pH auf 2,5 einstellen.
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2.9.3

Grocott-Farbung

Bei der Grocott-Farbung werden Glykogen und Mucin, Bestandteile von Pilzen,

histochemisch nachgewiesen.

Durchflihrung:

¢

¢
¢
¢

* & & & oo o

* & & o

Schnitte in ddH,O bringen.

1 h Oxidation in Chromsaure-L6sung.

Einige Sekunden in Leitungswasser waschen.

1 %ige (v/v) Natriumdisulfit-Losung fur 1 min zugeben (Entfernung der
restlichen Chromsaure).

Mehrmals mit ddH,O spulen.

30 min bei 58 T in Methenamin-Silbernitrat-Lésung inkubieren.

Mehrmals mit ddH,O spulen.

5 min in wassriger Goldchlorid-Losung inkubieren.

Mehrmals mit ddH,O spulen.

3 min in 2 %iger (v/v) Natriumthiosulfat-Losung inkubieren (Entfernung des
restlichen nicht reduziertern Silbers).

Mehrmals mit ddH,O spulen.

Gegenfarbung mit Lichtgran fur 1 min.

Mehrmals mit ddH,O spulen.

Aufsteigende Alkoholreihe und mit Hico-Mic eindeckeln.

Chromséaure-LAsung:

500 mM CrO3 (Merck)
in ddH->0 l6sen.

Natriumdisulfit-L6sung:

50 mM Na,S,0s5 (Merck)
in ddH,0 l6sen.
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Methenamin-Silbernitrat-StammIdsung:
e 295 mM AgNO3 (Merck)
e 215 mM (CH2)eN4 (Merck)
* inddH0O lésen.

* Lagerung im Kihlschrank.

Methenamin-Silbernitrat Gebrauchslésung:

* 25 ml Methenamin-Silbernitrat-Stammldsung
e 25ml ddeO

* 2 ml einer wassrigen 250 mM Di-Natriumtetraboratlosung (Merck)

Goldchlorid-Lésunag:
* 2,5mM AuClz*HCI (Merck)
e In ddH,0O losen.

Natriumthiosulfat-Losung:
e 125 mM Na,S,03
¢ in ddH-0 l6sen.

Lichtgrin-L&sung:

e 1 g Lichtgrin (Serva)
e 100 ml ddH,0O

* 1 ml Essigsaure (Riedel-de Haén)

2.10 Immunhistochemie/Immuncytochemie

Bei der Immunhistochemie werden Proteine von in Paraffin eingebettetem
Gewebe oder von kryokonserviertem Gewebe hergestellte Gewebeschnitte mit
Hilfe von spezifischen monoklonalen oder polyklonalen Antikdrpern visualisiert.
Diese Antikorperfarbung kann auch an in vitro kultivierten Zellen
(Immuncytochemie) oder z. B. ganzen Organkulturen (whole mount
Immunfarbung) durchgefltihrt werden. Die Antikorperbindung kann entweder durch
eine Substratumsetzung von z. B. Diaminobenzidin (DAB) unter Verwendung einer

Peroxidase oder durch ein Fluorochrom visualisiert werden. Das zu
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untersuchende Antigen kann mit Hilfe eines Enzym oder Fluorochrom gekoppelten
Antikdrpers direkt sichtbar gemacht werden. Meist wird jedoch die indirekte
Methode angewandt, bei der ein spezifischer Primarantikérper auf das zu
untersuchende Gewebe gebracht und in einem zweiten Schritt ein
Sekundarantikorper auf das Gewebe aufgetragen wird, der gegen den
Primarantikdrper gerichtet ist. Dieser Sekundarantikdrper kann mit einem Enzym
bzw. Fluorochrom oder z. B. Biotin gekoppelt sein, wodurch zusatzlich eine
Signalverstarkung Uber eine Avidin-Biotin-Bindung erreicht werden kann.

In dieser Arbeit wurden sowohl Paraffin- als auch Kryostatschnitte fur die
Immunhistochemie verwendet. Bei Paraffinschnitten musste beachtet werden, die
Antigene des Gewebes zu demaskieren, um eine Bindung des Antikdrpers zu
ermdglichen. Die Demaskierung erfolgte entweder durch kochen der Objekttrager
in Citratpuffer fur 5 min und anschlieBendem Abkuhlen auf Eis oder durch
Inkubation in 1 mg/ml Pronase (Serva) in TBS-CacCl, fur 5 min bei 37 C.

Gewebe fir Kryostatschnitte wurden unfixiert entweder in einer kryoprotektiven
Matrix (Tissue-Tek; Sakura) oder direkt eingefroren, 10 um dick an einem Kryostat
geschnitten und auf silanisierte oder mit Poly-L-Lysin beschichteten Objekttrager
aufgezogen. Die Kryostatschnitte wurden anschlieRend mindestens 1 h getrocknet
und danach 15 min mit 4 % (v/w) PFA (2.6.1) oder eiskaltem Aceton fixiert. Aceton
fixierte Schnitte wurden nochmals getrocknet. In vitro kultivierte Zellen und
Organkulturen fur whole mount Farbungen wurden direkt mit 4 % (v/w) PFA (2.6.1)
fixiert (15 min bzw. 1 h) und anschlieBend gefarbt. Es wurde die indirekte
Farbemethode mit Signalverstarkung und Substratumsetzung sowie mit
Fluorochrom-gekoppelten Antikérpern angewandt.

Zum Nachweis einer Proliferation von Zellen wurde diesen 10 pM 5-brom-2-
desoxyuridin (BrdU; Roche), ein Thymidin-Analogon, fur 1 h in den Zellkultur-
Uberstand gegeben. BrdU wird in der Synthesephase des Zellzykluses anstatt von
Thymidin in den neu synthetisierten DNA-Strang eingebaut. Mit Hilfe von
Antikdrpern, die spezifisch an BrdU binden, konnten anschlieend die

proliferierten Zellen nachgewiesen werden.
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Beschichtung von Objekttragern mit Poly-L-Lysin:

* Poly-L-Lysin Stammldsung (Sigma) 1 : 10 mit ddH,O verdinnen.
» Objekttrager in die hergestellte Losung tauchen.

*  2x kurz mit ddH,O waschen.

* Objekttrager bei 60 C trocknen.

Citratpuffer:
e 100 mM Zitronensauremonohydrat (Roth)

¢ in ddH->0 l6sen.

e pH auf 6,0 einstellen.

10x TBS:

e 250 mM Trizma base (Sigma)
1,4 M NaCl (Merck)
in ddH»0 l6sen.

pH auf 7,5 einstellen.

* vor Gebrauch 1:10 mit ddH,O verdiinnen.

10x TBS-CaCly:
e 34 mM CacCl, (Merck)
e in 10x TBS losen.

e pH auf 7,5 einstellen.

+ vor Gebrauch 1:10 mit ddH,O verdiinnen.
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2.10.1 Immunhistochemie mit Substratumsetzung

Paraffinschnitte, Kryostatschnitte und Zellkulturen wurden mit der
Immunhistochemie unter Verwendung eines Avidin-Biotin-Verstarkersystems

gefarbt.

Durchfihrung:
¢ Trocknen (Uber Nacht) und Fixierung (15 min 4 % (v/w) PFA (2.6.1) oder

eiskaltes Aceton mit anschlieBendem Trocknen) der Kryostatschnitte bzw.

Entparaffinierung und absteigende Alkoholreihe von Paraffinschnitten.

¢ 3x5minin 1x TBS (2.10) mit 0,05 % (v/v) Tween 20 (Roth) waschen.

¢ 15 min mit 3 % (viv) H,O, (Roth) in TBS die endogene Peroxidase
blockieren.

¢ 3x5minin 1x TBS mit 0,05 % (v/v) Tween 20 waschen.

¢ Evtl. wie in 2.10 beschrieben Antigen demaskieren und erneut 3x 5 min in
1x TBS mit 0,05 (v/v) % Tween 20 waschen.

¢ 30 min mit 10 % (v/v) Schweineserum (Biochrom), 0,3 % (v/v) Triton X-100
(Roche) in Tris-BSA Puffer unspezifische Bindungen in einer feuchten
Kammer blockieren.

¢ Serum auf Papiertuch abklopfen und Primarantikérper verdinnt in Tris-BSA
auftragen, Inkubation in einer feuchten Kammer Uber Nacht bei 4 T. Es
kann noch zusétzlich 0,1 % (v/v) Triton X-100 zugegeben werden, um eine
starkere Permeabilisierung zu erhalten.

¢ 3x5minin 1x TBS mit 0,05 % (v/v) Tween 20 waschen.

¢ Je 5 pl/ml Komponente A und B des AB-Komplex (Dako) in Tris-BSA
verdinnen und 30 min bei RT inkubieren.

¢ Biotin-gelabelter Sekundarantikdrper und 4 % (v/v) Schweineserum in Tris-
BSA verdinnen und 30 min bei RT in einer feuchten Kammer inkubieren.
Evtl. 0,1 % (v/v) Triton X-100 zur Permeabilisierung zugeben.

¢ 3x5minin 1x TBS mit 0,05 % (v/v) Tween 20 waschen.

¢ Angesetzen AB-Komplex auf die Gewebeschnitte auftragen und 30 min
inkubieren.

¢ 3x5minin 1x TBS mit 0,05 % (v/v) Tween 20 waschen.
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¢

Tris-

DAB-L6sung ansetzen: 1 ml DAB-Stocklésung (100 mg/ml; Sigma) in
200 ml 1x Substratpuffer verdinnen und anschlieRend filtrieren. 66,6 pl
H,O, zugeben und Gewebeschnitte schrittweise in der DAB-L6sung
entwickeln.

Kurz in ddH,O waschen und Gewebeschnitte durch eine aufsteigende
Alkoholreine und Xylol ziehen. Danach die Schnitte mit Hico-Mic
eindeckeln.

BSA:

0,1 % Albumin Fraktion V (Roth) in 1x TBS lésen

10x Substratpuffer:

200 mM Zitronensauremonohydrat (Roth)
1 M Imidazol (Merck)

1 M NacCl (Merck)

in ddHO losen.

pH auf 7,0 einstellen.
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2.10.2 Immunhistochemie mit Fluorochrom-gekoppelten Antikorpern

Fur die Immunhistochemie mit Fluorochrom-gekoppelten Antikérpern wurden

Paraffinschnitte, Kryostatschnitte, Zell- und Organkulturen verwendet.

Durchfihrung:

¢ Die Gewebeschnitte werden wie in 2.9.1 beschrieben entparaffiniert oder
fixiert.

¢ 3x5minin 1x TBS (2.10) mit 0,05 % (v/v) Tween 20 waschen.

¢ 30 min mit 10 % (v/v) Schweineserum (Biochrom), 0,3 % (v/v) Triton X-100
(Roche) in Tris-BSA Puffer (2.10.1) unspezifische Bindungen in einer
feuchten Kammer blockieren.

¢ Serum auf Papiertuch abklopfen und Primarantikérper verdinnt in Tris-BSA
auftragen, Inkubation in einer feuchten Kammer Uber Nacht bei 4 T. Es
kann noch zusatzlich 0,1 % (v/v) Triton X-100 zugegeben werden, um eine
starkere Permeabilisierung zu erhalten.

¢ 3x5minin 1x TBS mit 0,05 % (v/v) Tween 20 waschen.

¢ Fluorochrom-gekoppelter Sekundarantikbrper und 4 % (v/v) Schweine-
serum in Tris-BSA verdinnen und 30 min bei RT in einer feuchten Kammer
inkubieren.

¢ 3x5minin 1x TBS mit 0,05 (v/v) % Tween 20 waschen.

¢ FOr eine Kernfarbung 4’,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI; Roth)
Stocklosung (Img/ml gelést in ddH,O) 1:1000 bzw. TO-PRO (Invitrogen)
1:300 mit Tris-BSA verdinnen und ca. 5 min bei RT auf den Schnitten
inkubieren.

¢ Schnitte 3x 5 min in ddH,O waschen, trocknen lassen und mit Kaiser-
Gelatine (Merck) eindeckeln.

Bei Whole-mount Féarbungen von Organkulturen wurde ein weiterer

Permeabilisierungsschritt eingeftigt. Dazu wurden die Kulturen vor der Blockierung

fur 1 h mit 1 % (v/v) Triton behandelt. Die Inkubation mit dem Sekundarantikérper

erfolgte fur eine bessere Penetration tber Nacht bei 4 C.
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2.10.3 BrdU-Labeling

Proliferierende Zellen kdnnen entweder durch eine immunhistochemische

Farbung, unter Verwendung von spezifischen Antikdrpern wie Ki-67, oder durch

den Einbau von BrdU in die DNA mit anschlieRender Immunhistochemie, unter

Verwendung eines gegen das BrdU gerichteten Antikdrpers, nachgewiesen

werden. In dieser Arbeit wurden murine Gewebekulturen des Colons mit BrdU

aufgeladen, anschlief3end fixiert und in Paraffin eingebettet.

Durchfiihrung:

¢

* & & & oo o

Zugabe von BrdU (BrdU Labeling and Detection Kit |, Roche),
Endkonzentration: 10 pM.

Inkubation von 1 bis 24 h bei 37 T im Inkubator.

1x waschen der Zellen mit PBS (PAA).

Fixieren der Zellen mit 4 % (v/iw) PFA (2.6.1) fir 15 min bei RT, einbetten in
Paraffin.

Paraffinschnitte erstellen und diese entparaffinieren.

3x 5 minin 1x TBS (2.10) mit 0,05 % (v/v) Tween 20 waschen.

30 min in 2 N HCI bei 37 T inkubieren.

2x 5 min in 0,1 M NazB4O7 pH 8,5 umpuffern.

3x 5 min in 1x TBS mit 0,05 % Tween 20 waschen.

30 min mit 10 % (v/v) Schweineserum, 0,3 % (v/v) Triton X-100 in Tris-BSA
(2.10.1) Puffer unspezifische Bindungen in einer feuchten Kammer
blockieren.

Serum auf Papiertuch abklopfen und Primarantikérper gegen BrdU 1:100
verdunnt in Tris-BSA auftragen, Inkubation in einer feuchten Kammer tber
Nacht bei 4 €. Es kann noch zusatzlich 0,1 % (v/v) Triton X-100
zugegeben werden, um eine starkere Permeabilisierung zu erhalten.

3x 5 min in 1x TBS mit 0,05 % (v/v) Tween 20 waschen.
Fluorochrom-gekoppelter Sekundarantikérper und 4 % (v/v) Schweine-
serum in Tris-BSA verdinnen und 30 min bei RT in einer feuchten Kammer
inkubieren.

3x 5 minin 1x TBS mit 0,05 % (v/v) Tween 20 waschen.

Fur eine Kernfarbung DAPI Stocklésung (1mg/ml geldst in ddH,O) 1:1000
mit Tris-BSA verdunnen und ca. 5 min bei RT auf den Zellen inkubieren.
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¢ 3x5minin 1x TBS mit 0,05 % (v/v) Tween 20 waschen.
¢ Schnitte 3x 5 min in ddH>,O waschen, trocknen lassen und mit Kaiser-
Gelatine eindeckeln.

2.10.4 Primar- und Sekundéarantikdrper

Es wurden folgende Antikérper in dieser Dissertation verwendet:

Antikorper Wirtstier Verd. Hersteller Vorbehandlung
far Paraffin

Primarantikorper

BrdU Maus 1:100 Dako Zitratpuffer o. HCI

Wide spectrum Kaninchen | 1:500 Dako Pronase

Cytokeratin

GFAP Kaninchen | 1:500 Dako Zitratpuffer

Human nuclei Kaninchen | 1:250 | Chemicon

Ki-67 Kaninchen | 1:1000 | Novocastra

Ki-67 Maus unverd. | Biologo Zitratpuffer

Laminin Kaninchen | 1:50 MP Zitratpuffer
Biomedicals

Smooth muscle Kaninchen | 1:100 | AMS Zitratpuffer

actin Biotechnology

B-Tub Il (TuJl) Maus 1:500 | Santa Cruz Zitratpuffer

Uberstande Maus unverd. | AG Biihring

Sekundarantikdrper

Anti-Kaninchen- Ziege 1:500 Molecular

Alexa488 Probes

Anti-Maus- Ziege 1:500 Molecular

Alexa488 Probes

Anti-Kaninchen- Ziege 1:400 Invitrogen

Cy3

Anti-Maus-Cy3 Ziege 1:400 Invitrogen
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2.11 Elektronenmikroskopie

Fur die Charakterisierung der adulten Organkulturen bzw. foGtalen
Schnittkulturen wurde die Transmissionselektronenmikroskopie bzw. die Raster-

elektronenmikroskopie angewandt.

2.11.1 Transmissionselektronenmikroskopie

Die adulten Gewebekulturen wurden mit 2 % (v/v) Glutaraldehyd (Sigma) und
4 % (viw) Paraformaldehyd (Sigma) in HEPES-Puffer fir 2 h bei 4 T fixiert. Nach
erfolgter Postfixation mit 1 % (v/w) Osmiumtetraoxid in 100 mM Phosphatpuffer
pH 7,2 fur 1 h auf Eis, anschlieBendem Waschen mit ddH,O und Behandlung mit
einer 1 %igen (v/w), wassrigen Uranylacetatlésung fir 1 h bei 4 T wurden die
Organkulturen zur Entwasserung durch eine Alkoholreihe gezogen, in
Ethanol/Resin inkubiert und abschlieBend in Epon unter Verwendung von
Glycidether 100 (Roth) eingebettet. Die hergestellten Ultradiinnschnitte wurden
jeweils fur ein paar Sekunden mit einer 1 %igen (v/w), wassrigen Uranyl-
Acetatlosung und 10 — 40 mg Bleizitrat, gelést in 10 ml ddH,O mit 100 ul 10N
NaOH, gefarbt. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden an einem
Philips CM10 Elektronenmikroskop bei 60 kV unter Verwendung einer 30 pum
Objektivblende erstellt.

HEPES-Puffer:
e« 100 mM HEPES (Sigma)
* 90 mM Saccharose (Roth)
e 10 mM MgClI, (Roth)
* 10 mM CacCl; (Merck)
* in ddH20O lésen.

e pH auf 7,0 einstellen.
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2.11.2 Rasterelektronenmikroskopie

Die embryonalen Schnittkulturen wurden fir die Rasterelektronenmikroskopie
1hbeid4<CTin 2 % (v/v) Glutaraldehyd und 3 % (v/v) Formaldehyd in Cacodylat-
puffer fixiert. Anschlieend wurden sie 5x in TE-Puffer gewaschen, in einer
Acetonreihe (je 15 min 10, 30, 50, 70, 90, 100 %) auf Eis dehydriert und
abschlieRend mit flissigem CO, getrocknet. Die Schnittkulturen wurden mit einem
ca. 10 nm Goldfilm sprihbeschichtet und mit einem Zeiss Rasterelektronen-
mikroskop DSM982 Gemini bei einer Beschleunigungsspannung von 5 kV unter
Verwendung des Everhart Thronley SE Detektors und des Inlens-SE Detektors bei

einer 50:50 Ratio untersucht.

Cacodylat-Puffer:
* 0,1 M Cacodylat (Roth)
e 0,09 M Sucrose (Sigma)
* 0,01 M MgCl;,
* 0,01 M CaCl,
* in ddH20O lésen.

e pH auf 6,9 einstellen.

2.12 In situ Hybridisierung

Die in situ Hybridisierung ist eine Methode, bei der Nukleinsauren in Geweben
oder einzelnen Zellen nachgewiesen werden. Hierzu wird eine kinstlich
hergestellte und markierte Sonde aus einer Nukleinsdure eingesetzt, die an die
nachzuweisende Nukleinsaure bindet, also hybridisiert. Die Sonde kann direkt mit
fluoreszierenden Molektilen markiert sein oder indirekt mit z. B. Digoxigenin. Beli
der indirekten Markierung wird anschlieBend ein Antikorper eingesetzt, der im
Falle von einer Digoxigenin markierten Sonde gegen das Digoxigenin gerichtet ist.
An diesen Antikorper ist zur Visualisierung der in situ Hybridisierung z. B. eine
alkalische Phosphatase gebunden, die in einer anschlieenden Reaktion ein zur
Verfligung gestelltes Substrat umsetzt. Das in dieser Arbeit verwendete Substrat
war 5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat (BCIP), das in Verbindung mit Nitroblau-
Tetrazoliumchlorid (NBT) zu einem violetten bis blauen Farbstoff umgesetzt wird.

- 47 -



Material und Methoden

Bei der Farbreaktion oxidiert das Tetrazoliumsalz Indoxyl zum blauen Indigo-
Farbstoff, wobei das Tetrazoliumsalz zum blauen Formazan-Farbstoff reduziert
wird.

In dieser Arbeit wurde die in situ Hybridisierung dazu verwendet, die Organkultur
zu stimulieren und deren Funktionalitat zu Gberpriifen, sowie humane Zellen, die in
die murine Organkultur implantiert wurden, mittels einer an die humanspezifische
Alu-Sequenz bindenden Sonde nachzuweisen. Die dazu verwendeten Sonden
wurden mit Digoxigenin markiert und anschliel3end mit einem gegen Digoxigenin
gerichteten Antikorper, an den eine Alkalische Phosphatase gebunden ist,

nachgewiesen.

2.12.1 Herstellung der Sonde fir die Serum- und Glu  kokortikoid

induzierbaren-Kinase 1

Die Sonde fur die Serum- und Glukokortikoid induzierbaren Kinase 1 (SGK1)
wurde durch eine in vitro Transkription mit dem DIG-labeling kit (Roche) generiert.
Das SGK1-Plasmid (pPCRScript, Stratagene, Kalifornien, USA) mit der murinen
SGK1-Sequenz (Position 20 — 1373) wurde von Dr. K. Klingel zur Verfigung
gestellt. Das Plasmid wurde fur die in vitro Transkription mit Notl (Antisense-
Sonde) bzw. Sall (Sense-Sonde) linearisiert. Bei der in vitro Transkription bindet
die RNA Polymerase an einen spezifische Promotor (T7) und generiert ,run off*
cRNA Transkripte, die mit Digoxigenin (DIG) markiert sind. AnschlielBend wurde
die isolierte cDNA mit Natronlauge auf eine durchschnittliche Lange von 400
Basen hydrolysiert um das Eindringen der Sonde in das Gewebe zu verbessern.
Die Konzentration der hergestellten Sonde kann Uber eine Dot-Blot-Analyse
bestimmt werden, bei der eine DIG-markierte RNA-Sonde bekannter
Konzentration (Roche) parallel auf eine Nitrozellulosemembran aufgetragen,

visualisiert und Uber die Farbeintensitat verglichen wird.
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Verwendete Sonden:

Sonde Plasmidvektor | Restriktionsenzym | Polymerase
(Stratagene) (Roche)

mSGK1 pPCRScript Notl T7
Antisense

mSGK1 pPCRScript Sall T7
Sense

Restriktionsverdau der amplifizierten Plasmid-DNA:
e X pl Plasmid-DNA (ca. 10 pug DNA)
* 1 pl Restriktionsenzym (Roche)
e 2,5 pul 10x Puffer (Roche)
e X ulddH;O
* 4 hbei 37 T inkubieren.

In vitro Transkription mit DIG-Labeling (DIG RNA Labeling K it, Roche):

e 2 ul 10x NTP labeling mixture

e 2 ul 10x Transkriptionspuffer

e 1 ul RNase Inhibitor

* 2 ul T7-Polymerase

e X pl Template DNA (1 pg Plasmid-DNA)

e X ul ddH,O

* 2 h bei 37 T inkubieren.

* Reaktion mit 2 ul 0,2 M EDTA pH 8,0 abstoppen.
* Sonden bei -20 T lagern.

Hydrolyse der gelabelten Sonde:
e 50 ul Sonde
e 30 pl 200 MM Na,COj3; (Sigma)
e 20 pl 200 mM NaHCOg3 (Sigma)

* 16 min bei 60 T hydrolysieren.
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Aufreiniqung der Sonde:

5 ul 10 %ige (v/v) Essigsaure
11 pl 3 M Natriumazetat (pH 6,0)
1 pl von einer 10 mg/ml tRNA Stocklésung
1,2 pl 1 M MgCly
300 pl eiskaltes Ethanol zugeben.
4 - 16 h bei -20 T inkubieren.

15 min bei 4 T zentrifugieren.

RNA-Pellet trocknen und in RNAse freiem Wasser losen (25 - 100 pg/ml).

Dot-Blot-Analyse:

Die

angewandt. Dazu wird eine Verdiunnungsreihe der Sonde und des Standards
(Roche fur RNA-Sonden) hergestellt, auf eine Nitrozellulosemembran pipettiert

und an

Dot-Blot-Analyse  wird

gefarbt.

Verdinnungsreihe:

Zur

Konzentrationsbestimmung der

Tube | RNA Aus Tube | Puffer (ul) | Verdinnung | Endkonz.

1 1 Stock 9 1:10 10 ng/ul

2 2 1 18 1:10 1 ng/ul

3 3 2 97 1:330 30 pg/ul

4 2 2 198 1:1000 10 pg/pl

5 15 4 35 1:3300 3 pg/pl
Durchfihrung:

¢ Je Verdiunnungsstufe 1 pl auf Hybond-N-Membran auftragen und kurz

antrocknen lassen.
Membran 30 sec bei 120 € backen.

¢ 3x 2 min in 1x Maleinsaurepuffer waschen.

¢ 10 min in 1x Blockierungslésung + 4 % (v/v) Schafserum (Sigma)

blockieren.

¢ 1 h Inkubation mit Schaf Anti-DIG-Alkalische Phosphatase Antikorper
(1:5000, Roche) in 1x Blockierungslésung.
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¢ 3x 2 min in 1x Maleinsaurepuffer waschen.
¢ 2x 2 min in AP-Puffer waschen.
¢ Dot-Blot mit NBT/BCIP-Substratldosung ca. 2 h bei RT im Dunkeln

entwickeln.

¢ Reaktion mit ddH,O abstoppen.

20x Saline-Sodium-Citrat (SSC)-Puffer:
e 3 M NacCl (Merck)
* 0,3 M Tri-Natriumcitrat-Dihydrat (Sigma)

e pH auf 7,0 einstellen, anschlieRend autoklavieren.

Verdinnungspuffer (10 ml):
e 5mlddH>O
« 3 ml20x SSC

e 2 ml Formaldehyd (Sigma)

10x Maleinsaurepuffer:
* 1 M Maleinséaure (Roth)
* 1,5M NaCl (Merck)

e pHauf 7,0 mit 10 M NaOH (Roth) einstellen, anschliel3end autoklavieren.
» fur 1x Gebrauchslésung 0,05 % (v/v) Tween 20 (Sigma) zugeben.

Blockierungslésung:

» Blockierungslésung (Roche) 1:10 mit Maleinsaurepuffer verdiinnen.

Alkalische Phosphatase (AP)-Substratpuffer:
e 0,1 M Tris/HCI (Roth)
* 0,1 M NaCl (Merck)

e pH auf 9,5 einstellen.

NBT/BCIP-Substratlésung:
e 3,5 ul/mI BCIP (Roche)
e 4,5 pl/mI NBT (Roche)

* |n AP-Puffer verdiinnen.
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2.12.2 In situ Hybridisierung mit der Sonde fir die Serum- und

Glukokortikoid induzierbaren-Kinase 1

Die mRNA-in situ Hybridisierung mit der SGK1 Sonde wurde an 12 pm dicken

Kryostatschnitten durchgefiihrt, die von Organkulturen und murinem Dickdarm

gewonnen wurden.

Durchfiihrung:

¢

¢
¢
¢

* & & o o

Schnitte auf der Warmeplatte ca. 10 — 20 sec bei 50 <C trocknen.

20 min mit 4 % (v/iw) PFA (2.6.1) fixieren.

3x kurz in PBS (2.6.1) schwenken.

5 min in 2,4 pl/ml Acetic Anhydrid (Fluka) gelost in 0,1 M Triethanolamin
(TEA, Sigma) pH 8,0 acetylieren.

Erneut 2,4 pl/ml Acetic Anhydrid zugeben und weitere 5 min inkubieren.
3x kurz in PBS waschen.

15 min bei RT mit 2 pg/ml Proteinase K in PK-Puffer inkubieren.

3x 5 min in PBS waschen.

1 h Prahybridisierung mit Hybridisierungspuffer bei 63 T in feuchter
Kammer.

Hybridisierung tber Nacht mit Hybridisierungspuffer und 200 ng/ml DIG-
gelabelter RNA-Sonde bei 63 T.

Nach der Hybridisierung Objekttrager kurz mit 1x SSC-Puffer (2.12.1) bei
63 T waschen.

3x 15 min mit 0,1x SSC-Puffer bei 63 T waschen.

5 min mit TNT-Puffer waschen.

30 min mit 4 % (v/v) Schafserum in Blockierungslésung (2.12.1)
blockieren.

1 h mit Anti-DIG-Fab-AP Antikdrper (1:2000 in Blockierungslésung)
inkubieren.

3x 15 min mit Maleatpuffer (2.12.1) waschen.

Kurz in AP-Substratpuffer (2.12.1) umpuffern.

Farbentwicklung mit frischer NBT/BCIP-Substratibsung in AB-
Substratpuffer mit 0,5 mg/ml Levamisol.
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2x PK-Puffer:

100 mM Tris-HCI
10 mM EDTA
pH auf 8,0 einstellen, anschlieRend autoklavieren.

fur 1x Gebrauchslésung 0,05 % (v/v) Tween 20 zugeben.

Hybridisierungspuffer:

100 mg/ml Dextransulfat (Sigma)

0,3 M NaCl

0,02 M Tris, pH 8

5 mM EDTA, pH 8

Dextransulfat unter leichtem Erhitzen 16sen, danach abkuhlen.
1x Denhardt's-L6sung (50x; Sigma)

0,5 mg/ml t-RNA (Roche)

50 % Formamid (deionisiert; Roth)

aliquotieren und bei -20C lagern.

vor Gebrauch 10 mM DTT zugeben.

10x TNT-Puffer:

1 M Tris-HCL
1,5 M NaCl
pH auf 7,5 mit 10 M NaOH einstellen, anschliel3end autoklavieren.

fur 1x Gebrauchslésung 0,05 (v/v) % Tween 20 zugeben.

2.12.3 Herstellung der humanspezifischen Alu-Sonde

Die humanspezifische, Digoxigenin markierte Alu-Sonde wurde mit Hilfe einer

PCR hergestellt (Just et al. 2003). Als Referenzsequenz diente genomische DNA,

die aus einer humanen Leber, unter Verwendung des DNeasy tissue kit (Qiagen,

Hilden, Deutschland), isoliert wurde. Die PCR-Primer binden an eine stark

konservierte Region der humanspezifschen Alu-Sequenz. Das PCR-Produkt

besteht aus 224 Basenpaaren (bp).

-53-



Material und Methoden

PCR:
PCR-Ansatz:

e 2,5 pl 10x Puffer (mit MgCl.)

e 1 pldNTPs (10 mM)

e 0,25 pl Amplitag DNA-Polymerase

e 1 pl Primer forward (10 pM)

e 1 pl Primer reverse(10 puM)

e 5l Template DNA

e ad 25 pl ddH,O

PCR-Bedingungen:

Denaturierung: 95 C, 10 min
Denaturierung: 95 C, 30 sec

Primer-Annealing: 58 C, 45 sec 25X
Elongation: 72 C, 45 sec
Elongation: 72 C, 10 min

Sequenz der Alu-Primer:
Forward: 5-ACGCCTGTAATCCCAGCACTT-3
Reverse: 5-TCGCCCAGGCTGGAGTGCA-3’

Agarose-Gelelektrophorese:

Die Gelelektrophorese wird dazu genutzt Molekile, unter anlegen eines
elektrischen Feldes, nach ihrer Grof3e und Ladung in einem Gel, das in einer
ionischen Pufferlésung liegt, aufzutrennen. Die Moleklle bewegen sich je nach
GroRRe und Ladung unterschiedlich schnell durch das Gel. Dabei wandern negativ
geladene Molekile, z. B. DNA/RNA, zur positiv geladenen Anode und positiv
geladene Molekile zur negative geladenen Kathode. Die Agarosemolekile des
Gels bilden ein engmaschiges Netz, das die zu trennenden Molekile bei ihrer
Wanderung im elektrischen Feld behindert. Identische Molekile wandern in dem
Gel auf gleicher Hohe und bilden Banden. Die Auswertung des Gels erfolgt durch
Farbung der Nukleinsdurebanden mit Ethidiumbromid, die anschliel3end unter UV-
Licht visualisiert und durch das Auftragen eines Grolenstandards nach ihrer

Basenpaarlange beurteilt werden kdénnen.
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Das PCR-Produkt der Alu-Sonde wurde auf ein 2 %iges (v/w) Agarosegel
aufgetragen, mit Ethidiumbromid (10 ng/ml) gefarbt, anschlie3end ausgeschnitten
und mit dem Qiaquick gel extraction kit (Qiagen) aufgereinigt. Das PCR-Produkt
wurde mit Digoxigenin (DIG), unter Verwendung des PCR DIG probe synthesis
kits (Roche), markiert und durch Prazipitation mit Ethanol gemaR} Protokoll des
PCR DIG Probe Synthesis Kit aufgereinigt.

2.12.4 In situ Hybridisierung mit der humanspezifischen Alu-Sonde

Die in situ Hybridisierungen mit der Alu-Sonde wurden mit dem Tecan-Roboter

an Paraffinschnitten durchgefihrt.

In situ Hybridisierung mit dem Tecan-Roboter

Die DNA-in situ Hybridisierung wurde nach erfolgter Vorbehandlung der 5 um
dicken Paraffinschnitte an einem Tecan-Roboter freedom evo (Tecan Deutschland
GmbH, Crailsheim, Deutschland) durchgefihrt.

Vorbehandlung:

¢ 15 min in Xylol entparaffinieren.

5 min in Xylol/Ethanol (1:2) inkubieren.
5 min in 100 % Ethanol inkubieren.

5 min in 70 % (v/v) Ethanol inkubieren.
5 min in 50 % (v/v) Ethanol inkubieren.
2 min in ddH,O spulen.

2 minin 0,9 % (v/w) NaCl spulen.

* & & & o o o

5 min in 2,4 pl/ml Acetic Anhydrid (Fluka) geldst in 0,1 M Triethanolamin
(TEA, Sigma) pH 8,0 inkubieren.

Erneut 2,4 pl/ml Acetic Anhydrid zugeben und weitere 5 min inkubieren.

2 min in PBS (2.10) spulen.

2 minin 0,9 %(v/w) NacCl spulen.

2 min in 70 % (v/v) Ethanol inkubieren.

2 min in 95 % (v/v) Ethanol inkubieren.

2 min in 100 % Ethanol inkubieren.

* & & & o oo o

Schnitte bei 37 T trocknen lassen.
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In situ Hybridisierungsprogramm des Roboters:

¢
¢
¢

¢
¢
¢
¢

* & & oo o

* & & o

3x 5 minin PBS (2.6.1) mit 0,05 % (v/v) Tween 20 waschen.

2x 15 min in PBS mit 0,3 % (v/v) Triton X-100 inkubieren.

3x 5 min in PBS mit 0,05 % (v/v) Tween 20 waschen.

5 min mit Proteinase K Puffer und 0,05 % (v/v) Tween aquilibrieren.

2x 10 min mit 2 pg/ml Proteinase K (2.12.2, Roche) inkubieren.

7x 5 min in PBS mit 0,05 % (v/v) Tween 20 waschen.

4x 60 min in Hybridisierungspuffer (2.12.2) mit 10 mM DTT
prahybridisieren.

2x 30 min bei 85 €T in 100 ng/ml Sonde, geldst in Hybridisierungspuffer mit
10 mM DTT inkubieren.

5 h bei 37 T hybridisieren.

5x 5 min bei 37 T in 2x SSC (2.12.1) mit 0,05 % (v/v) Tween 20 waschen.
4x 15 min bei 37 € in 0,1x SSC mit 0,05 % (v/v) T ween 20 waschen.

2x 5 min in Maleinsaurepuffer (2.12.1) mit 0,05 (v/v) % Tween 20 waschen.
2x 15 min in Blockierungslésung (2.12.1) mit 0,05 % (v/v) Tween 20
blockieren.

2x 30 min mit anti-DIG-AP Antikdrper 1:2000 verdunnt in Blockierungs-
l6sung inkubieren.

4x 15 min in Maleinsaurepuffer mit 0,05 % (v/v) Tween 20 waschen.

2x 5 min mit AP-Puffer (2.12.1) pH 9,5 aquilibrieren.

Schnitte in NBT/BCIP-Substratldsung (2.12.1) im Dunkeln entwickeln.
AbschlieRend 3x mit ddH,O waschen, trocknen und mit Kaiser Gelatine
eindeckeln.

- 56 -









Ergebnisse

3 Ergebnisse

Das Ziel dieser Doktorarbeit bestand in der Identifikation neuer humaner,
intestinaler Marker, die fir Zellisolations- und Zellcharakterisierungsstrategien von
epithelialen Stamm- und Vorlauferzellen genutzt werden kénnen. Es wurden
verschiedene monoklonale Antikérper untersucht, welche bereits fur die Detektion
von Oberflachenepitopen nichtintestinaler Stamm- und Vorlauferzellen eingesetzt
wurden. Die Charakterisierung der Zellen erfolgte mittels FACS und
immunbhistologischen Methoden, die Isolation wurde mit Hilfe der MACS-Technik
durchgefuhrt. Im zweiten Teil der Arbeit wurden intestinale Organkulturmodelle fur
Implantationsexperimente etabliert, um isolierte Darmepithelzellen in vitro im

dreidimensionalen Gewebeverband zu untersuchen.

3.1 Etablierung der Isolation und Vereinzelung von
Darmeptihelzellen

Fur die FACS- und MACS-Technik ist eine schonende Zellvereinzelung der
Epithelzellen notwendig. Dazu wurde zunachst in einem ersten Schritt der Darm-
epithelverband von der Lamina propria getrennt. Dies gewahrleistet, dass fur die
weiteren Schritte keine nichtepithelialen Zellen mitgefihrt werden. Im zweiten
Schritt erfolgte die enzymatische Zellvereinzelung des zuvor isolierten Epithel-
gewebes.

Zur Separation des Epithelverbandes bzw. der Krypten wurden zwei ver-
schiedene Isolationsmethoden ausgetestet: eine enzymatische Behandlung mit
Thermolysin und eine Inkubation mit EDTA. Die Isolation mit Thermolysin zeigte
sich als besonders zellschonend, sie ist allerdings fur eine anschliel3ende
Antikorperfarbung, aufgrund der abgebauten Oberflachenantigene, ungeeignet.
Sie kann somit lediglich zur Kryptenisolation mit z. B. direkt anschlieRender
Kultivierung oder RNA-Isolation des kompletten Epithels verwendet werden. Fir

Antikérperfarbungen werden die Krypten daher mit EDTA isoliert (Abbildung 9).
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Isolation von Darmepithelzellen

Mechanische Trennung
der Mucosa von der
Submucosa

Isolation der Krypten

EDTA

Vorteil: Antigene

werden nicht angegriffen
Nachteil: Vitalitat der Zellen
ist geringer

Thermolysin

Vorteil: Vitalere Zellen
Nachteil: Greift Oberfldchen-
antigene an

C I Zellvereinzelung

Papain/L-Cystein
Vorteil: Vitalere Zellen
Nachteil: Creift teilweise

4.5 Oberfldchenantigene an

£

P Collagenase/Dispase

AR . N

@ Vorteil: Anfigene werden
-

weniger stark angegriffen
Nachteil: Vitalitat der Zellen
ist geringer

FACS-Analyse MACS-Separation

Zellzyklusanalyse

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Isolation von Darmepithelzellen aus Colongewebe. A
Mechanische Trennung der Mucosa von der Submucosa unter dem Binokular. B Isolation der
Darmkrypten aus der Mucosa durch Inkubation in EDTA oder Thermolysin. Es sind die isolierten
Krypten und die =zurickbleibende Lamina Propria dargestellt. Wenn anschlielend eine
Antikorperfarbung erfolgen soll, muss die Isolationsmethode mit EDTA durchgefuhrt werden. C
Zellvereinzelung der Krypten mit einer Papain/L-Cystein- oder Collagenase/Dispase-Lésung. Die
nun erhaltenen Einzelzellen koénnen fir eine FACS-Analyse, Zellzyklusanalyse oder MACS-
Separation eingesetzt werden. Gré3enbalken: 100 um in A und B oben, 50 um in B unten.
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Zur Vereinzelung der Kryptenzellen wurden ebenfalls zwei Methoden
angewandt; zum einen eine enzymatische Verdauung mit Papain, zum anderen
mit einer Collagenase-Dispase-Ldosung. Im Hinblick auf die Zellvitalitat der
Epithelzellen konnten in Vorversuchen die besten Resultate bei der Zell-
dissoziation mit dem Enzym Papain erzielt werden. Jedoch zeigte sich auch hier,
dass manche Antigene durch Papain angedaut werden und diverse Antikorper
anschlieend nicht mehr binden kénnen. Als Alternative wurde in diesen Féllen die

Collagenase-Dispase-L6sung verwendet (Abbildung 9).

3.2 Untersuchung der Caco-2 Zelllinie und des Darme  pithels mit
der FACS-Analyse

Der erste Schritt in der Identifikation eines Stammzellmarkers bestand darin,
verschiedene Oberflachenmarker auf ihre Bindungseigenschaften mit Hilfe der
FACS-Technik zu Uberprifen. Diese Analyse wurde an mit EDTA und Papain bzw.
Collagenase/Dispase isolierten und vereinzelten Darmepithelzellen sowie an der
Caco-2 Zelllinie durchgefihrt und miteinander verglichen.

46 verschiedene Antikorper (Tabelle 1) wurden mittels FACS-Analysen an
Caco-2- und primaren Darmepithelzellen in drei unabhangigen Ansatzen
untersucht. Abbildung 10 zeigt FACS-Diagramme mit 21 verschiedenen
Antikdrpern, die entweder bei den primaren Darmepithelzellen und/oder bei der
Zelllinie ein einheitliches Signal aufwiesen. Mit Ausnahme des W5D3-Antikorpers
als Negativbeispiel wurden Messungen ohne Signal nicht aufgelistet. Bei den
Caco-2 Zellen konnte mit nahezu jedem Antikérper ein positives Signal aufgezeigt
werden. SSEA-1 wies jedoch kein detektierbares Signal auf. Bei den Priméarzellen
waren zehn der 21 Antikdrper negativ. Bei funf Antikorpern (CD107a, CD151,
CD164, CD318, CD326) zeigten alle Primérzellen ein Signal, bei 6 Antikdrpern
waren nur wenige Zellen angefarbt (57D2, 58A2B11, SSEA-1, W4A5, W5C4,
WH5C5A8).

Bei der Dissoziation mit Collagenase/Dispase konnten auch positive Zellen fur
die Antikorper 58B1A2 und CD13 detektiert werden (Abbildung 11). Dies lasst
darauf schlieBen, dass die Enzyme in unterschiedlicher Weise die
Oberflachenepitope angreifen und dadurch eine Antikdrperbindung verhindern

kbnnen. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass die nicht detektierten
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Signale der Antikérper 103B2C2, 3D6C9, CD324, W1C3, W3A4E2, W3D5A9,

W5D3 und W7C6F10 bei

den primaren Zellen durch die enzymatische

Behandlung verursacht werden kénnten.

BB1
BSP1
CD34

CD107a
CD135

CD140a

4FR6D3B5

97C5A6

CH2A4G12 W5D3
CH3A4A7 | W3C3 W6B3C1
CH4D3F2 | W3C4E11 | W7C5

SE12C3

SSEA4
TRA1-60

W3D2B10

w8B2B10
W8C3B3

CH1A4A7

A3C6E2 CD140b

CH2A3B5

Tabelle 1: Liste der mit FACS getesteten Antikdrper. Antikorper, die weiter untersucht wurden,
zeigten bei allen Messungen ein einheitliches Signal und sind hier dunkelgrau unterlegt. Hellgrau
unterlegt sind Antikérper, die bei den drei verschiedenen FACS-Messungen unterschiedliche
Ergebnisse aufzeigten. Die nicht markierten Antikdrper wiesen bei der FACS-Analyse kein Signal

auf.
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Caco-2 Darmepithel Caco-2 Darmepithel Caco-2 Darmepithel

ﬁ 103B2C2 103B2C2 f‘q CD107a CD107a W3A4E2 W3A4E2
1 IIHi ;‘
¥ . r
ﬁ 3D6C9 P‘q W3D5A9 W3D5A9
1 I 1
! 1 '
| i
57D2 57D2 CD164 CD164 WA4A5 WA4A5
f 1
I
! |
/
58A2B11 58A2B11 ﬁ CD318 CD318 ﬁ W5C4 W5C4
1 | 1 | '1
[ I
] i
b’ L
58B1A2 58B1A2 " CD324 CD324 P‘q W5C5A8 W5C5A8
1l f i
I | ; | ]1
. | e J‘
|
1
CD13 CD326 CD326 wW5D3 W5D3

-~
i
-
— -

CD15/SSEA-1 Wi1C3 Wi1C3 W7C6F10 W7C6F10

| A h

~ -
_—
—_—

Abbildung 10: FACS-Analyse mit verschiedenen Oberflaichenantikbrpern an isolierten
Priméarzellen des Darmepithels und der Caco-2 Zelllinie, die ein einheitliches Signal aufwiesen. Die
Isolation erfolgte mit EDTA, die Zellvereinzelung wurde mit Papain durchgefiihrt. Caco-2 Zellen
wurden mit einer Trypsin/EDTA-L6sung aus der Zellkulturflasche abgeldst und vereinzelt. Die
Farbung wurde indirekt durchgefihrt unter Verwendung eines FITC-gelabelten
Sekundarantikorpers. Die Caco-2 Zellen zeigten mit Ausnahme des SSEA-1- und W5D3-
Antikorpers bei allen Messungen ein Signal. Die isolierten Darmepithelzellen waren komplett
positiv fur die Antikérper CD107a, CD151, CD164, CD318 und CD326. Die Antikérper 57D2,
58A2B11, SSEA-1, W4A5, W5C4 und W5C5A8 farbten nur wenige Zellen des Darmepithels an.
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Papain

Collagenase

58B1A2

58B1A2

CD13 CD13

Abbildung 11: Vergleich der FACS-Analyse mit unterschiedlich isolierten Darmepithelzellen. Die
Antikérper 58B1A2 und CD13 konnten bei einer Zellvereinzelung mit Papain nicht detektiert
werden. Unter Verwendung von Collagenase zeigte sich ein positives Signal fur diese Antikdrper.

3.3 Untersuchung der Caco-2 Zelllinie und des Darme  pithels mit

der Immuncyto-/Immunhistochemie

Zur Bestatigung der FACS-Ergebnisse wurde an humanem Colongewebe, an
Colonkarzinomgewebe sowie an der Caco-2 Zelllinie eine immunhistochemische
Farbung durchgefuhrt. Abbildung 12 zeigt zum besseren Verstandnis des
histologischen Aufbaus eine Hamalaun-/Alcianblau-Farbung sowie einen
immunhistochemischen Nachweis des Proliferationsmarkers Ki-67 auf humanem
Colongewebe, Colonkarzinomgewebe und kultivierten Caco-2 Zellen. Die
Immunhistochemie mit den verschiedenen Oberflachenantikérpern wurde an
Kryostatschnitten bzw. auf Glas kultivierten Caco-2 Zellen durchgefiihrt. Trotz des
maoglichen Qualitatsverlusts der Zellmorphologie wurde die Fixierung mit Aceton
vorgenommen, um den nativen Zustand der Antigene zu erhalten und die

darauffolgende Antikorperbindung bestmdglichst zu erzielen.
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et

Abbildung 12: Histochemische Farbung mit Hamalaun und Alcianblau (A - C) und
Immunhistologie mit dem Proliferationsmarker Ki-67 (Gegenfarbung mit Hamalaun und Eosin; D,
E) an humanem Colongewebe, humanem Colonkarzinomgewebe und der Zelllinie Caco-2. A Die
Becherzellen des einschichtigen Darmepithels werden durch das Alcianblau tirkis gefarbt. B Es
sind keine Becherzellen im Karzinomgewebe zu finden. Es ist lediglich etwas extrazellularer
Schleim durch Alcianblau angefarbt. Das Epithel erscheint hier mehrschichtig. C Die Caco-2
Zelllinie zeigt mit Alcianblau keine Férbung. D Die proliferierenden Zellen des Darmepithels
befinden sich nur im unteren Bereich der Colonkrypte (Pfeile). E Bei dem Colonkarzinomgewebe
sind proliferierende Zellen Uber das gesamte epithelartige Gewebe verstreut (Pfeile). F Die Caco-2
Zellen weisen eine sehr hohe Proliferationsrate auf (Pfeile). GrolRenbalken: 50 pm.

In  Abbildung 13 sind Antikorperfarbungen, die mit der FACS-Analyse
Ubereinstimmen, dargestellt. Das Darmepithel zeigte bei den Antikdrpern
58A2B11, 58B1A2, CD13, CD107a, CD318, CD326, SSEA-1, W4A5 und W5C5A8
eine positive Farbung. Die Immunhistochemie mit den Antikorpern W3D5A9 und
W5D3 war wie bei den FACS-Ergebnissen negativ. Die Caco-2 Zelllinie konnte mit
den Antikorpern 58A2B11, 58B1A2, CD13, CD107a, CD318, CD326, W3D5A9,
W4A5 und W5C5A8 positiv gefarbt werden. Die Antikorper SSEA-1 sowie W5D3
wiesen wie bei der FACS-Analyse keine Farbung auf.
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Darmepithel Colonkarzinom Caco-2

-
o f

-y

' e |

Abbildung 13: Immunhistologische Charakterisierung an humanem Darmepithel des Colon (A —
K), Colonkarzinom (A’ — K') sowie der Karzinomzelllinie Caco-2 (A" — K” ). Die Farbung wurde an
Aceton-fixiertem Gewebe bzw. Caco-2 Zellen durchgefiihrt. Die aufgezeigten Antikérper wiesen ein
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Darmepithel Colonkarzinom Caco-2

der FACS-Messung entsprechendes Signal auf. A Immunhistochemische Farbung mit dem
58A2B11 Antikérper. Im gesunden Darmepithel wird das Mucin detektiert. B Positive Farbung mit
dem 58B1A2 Antikorper. C Antikdrperfarbung gegen CD13. D Immunhistochemische Farbung mit
dem CD107a Antikorper. E Antikdrperfarbung gegen CD318. F Immunhistochemie gegen CD326.
G Immunhistochemie gegen SSEA-1. Im Normalgewebe werden Epithelzellen aus dem unteren
Bereich der Darmkrypte detektiert (G). Colonkarzinomzellen und die Caco-2 Zelllinie sind fir
diesen Antikorper negativ (G’, G”). H Immunhistochemische Farbung mit dem Antikbrper W3D5A9.
Das Normalgewebe (H) sowie das Colonkarzinom (H’) scheinen nicht gefarbt zu sein. Die Caco-2
Zellen zeigen jedoch ein positives Signal (H”). | Antikdrperfarbung mit W4A5. Es sind alle
Epithelzellen des Normalgewebes (l), des Colonkarzinoms (I') und der Zelllinie gefarbt (I"). J
Immunhistochemische Farbung mit dem W5C5A8 Antikérper. K Immunhistochemie mit dem W5D3
Antikorper. Alle drei Farbungen sind negativ. Gro3enbalken: 100 pm.
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58A2B11 scheint bei dem Normalgewebe das Mucin in den Vakuolen der
Becherzellen zu erkennen (Abbildung 13A). Das Colonkarzinomgewebe und die
Zelllinie wiesen nur eine schwache Farbung auf. 58B1A2 und CD13 zeigten bei
der FACS-Analyse mit einer Papain-Zellvereinzelung bei dem Priméargewebe
keine Farbung, unter Verwendung der Collagenase konnte jedoch ein Signal
detektiert werden (Abbildung 11). Diese positive Bindung des Antikdrpers an das
Darmepithel konnte mit der Immunhistochemie bestatigt werden (Abbildung 13B,
C). CD13, W4A5 und W5C5A8 wiesen bei der Immunhistochemie eine einheitliche
Farbung des Epithels auf (Abbildung 13C, I, J), in der FACS-Analyse zeigten
jedoch nur wenige Zellen ein positives Signal (Abbildung 10). CD107a, CD318 und
CD326 banden an alle Zellen des Darmepithels, an die Epithelzellen des
Colonkarzinoms sowie an die Caco-2 Zellen (Abbildung 13D, E, F). Eine SSEA-1-
Bindung konnte nur bei dem primaren Darmepithel nachgewiesen werden. Es
wurden Zellen aus dem unteren Bereich der Darmkrypte angefarbt (Abbildung
13G). In keiner der sechs untersuchten Colonkarzinomproben lies sich ein SSEA-
1-Signal beobachten. W3D5A9 konnte, wie bei der FACS-Analyse, nur bei den
Caco-2 Zellen detektiert werden (Abbildung 13H). Das Karzinom war ebenfalls
negativ. W5D3 zeigte wie bei den FACS-Ergebnissen keinerlei Signal (Abbildung
13K).

In Abbildung 14 sind drei immuncytochemische Farbungen mit den Antikérpern
3D6CY9, CD324 und W1C3 an der Caco-2 Zelllinie dargestellt, die mit der FACS-
Messung Ubereinstimmten. Alle drei Antikorper waren sowohl bei der FACS-
Analyse als auch bei der Immuncytochemie positiv. Vergleicht man jedoch diese
zwei Methoden bei primér isolierten Darmepithelzellen bzw. humanem
Colongewebe, so zeigte sich kein Signal bei der FACS-Analyse, jedoch eine

positive Farbung in der Immunhistochemie.
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A 3D6cy B ~ cp32a C wics

Abbildung 14: Immuncytochemische Charakterisierung mit aus der FACS-Analyse positiven Anti-
korpern an der Karzinomzelllinie Caco-2. Die Zellen wurden auf Glasplattchen kultiviert und mit
Aceton fixiert. Die aufgezeigten Antikbrper wiesen bei den Caco-2 Zellen ein der FACS-Messung
entsprechendes Signal auf. A Immuncytochemische Farbung mit dem 3D6C9 Antikorper. B Anti-
korperfarbung gegen CD324. C Immuncytochemie mit dem W1C3 Antikdrper. GroRenbalken:
50 um.

Die immunhistochemischen Farbungen der Antikdrper 57D2 und W5C4 sowie
die Farbung von primaren Epithelzellen fir die FACS-Analyse zeigten positive
Signale. Die FACS-Analyse weist jedoch darauf hin, dass eine Population von
Zellen angefarbt sein misste. In der Immunhistochemie ist nur eine einheitliche
Farbung des Epithels zu erkennen. Aul3erdem wiesen diese zwei Antikorper bei
der FACS-Messung der Caco-2 Zellen eine Antikorperreaktion auf. In der
Immuncytochemie konnte jedoch keine Farbung festgestellt werden.

A 5702 B wsc4

Abbildung 15: Immunhistochemische Charakterisierung mit aus der FACS-Analyse positiven
Antikérpern an humanem Colongewebe. Die Fixierung wurde mit Aceton durchgefuhrt. Die
Immunhistochemische Farbung entspricht dem Ergebnis aus der FACS-Messung. A
Immunhistochemie mit dem 57D2 Antikdrper. B Immunhistochemische Farbung mit dem W5C4
Antikorper. GroRenbalken: 100 um.
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Ein &ahnliches Ergebnis konnte bei den Caco-2 Zellen mit den Antikorpern
103B2, CD164, W3A4 und W7C6F10 beobachtet werden. Auch sie zeigten bei der
FACS-Analyse ein deutliches Signal, waren bei der Immuncytochemie jedoch
nicht gefarbt. Die isolierten humanen Epithelzellen bzw. das Colongewebe zeigten
bei dem Antikdrper CD164 das gleiche Resultat. Die FACS-Analyse ergab ein
positives Signal wéhrend sich die Immunhistochemie fir diesen Antikdrper als
negativ herausstellte.

Die Antikdrper 103B2C2, W3A4 und W7C6F10 wiesen bei den isolierten
Darmepithelzellen in der FACS-Analyse kein Signal auf, die immunhisto-
chemischen Farbungen liesen sich jedoch positiv detektieren.

Die unterschiedlichen Ergebnisse beim Vergleich der FACS- mit den immun-
histologischen Analysen kénnten mit den mdglichen Verdnderungen der Epitope
aufgrund der Fixierung, Trocknung oder enzymatischen Behandlung der Proben in
Zusammenhang stehen.

Eine Zusammenfassung der Ergebnisse kann aus Tabelle 2 entnommen
werden. Bei dieser wurden die FACS-Messung und die Immunhistochemie der
verschiedenen Antikorper miteinander verglichen und zusammenfassend

dargestellt.
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Antikorper Caco-2 Zelllinie Humanes

Darmgewebe
FACS IHC FACS IHC

103B2C2

3D6C9

57D2

58A2B11

58B1A2 + + +* +

CD13 + + +* +

CD107a + + + +

CD164

CD318

CD324

CD326

SSEA-1

W1C3

W3A4E2

W3D5A9 + + - -

W4A5 + + + +

W5C4 + +

W5C5A8 + + + +

W5D3 - - - -

wern | e

Tabelle 2: Darstellung der aus der FACS-Analyse und Immunhistochemie erhaltenen Ergebnisse.
Ubereinstimmende Ergebnisse sind wei3 hinterlegt, widerspriichliche Ergebnisse grau. IHC =
Immunhistochemie, + positives Signal, - kein Signal. *Es wurde das Ergebnis aus der FACS-
Analyse mit Collagenase-Verdau angegeben.
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3.4 Lebendfarbung humaner Darmkrypten aus dem Colon mit
dem SSEA-1-Antikorper

Wie in Abbildung 13 gezeigt wurde, detektiert der SSEA-1 Antikdrper in der
Immunhistochemie Zellen im unteren Bereich der Darmkrypte, in dem sich die
Stamm- und Vorlauferzellen befinden. Eine Lebendfarbung von mit EDTA
isolierten Krypten bestétigte, dass SSEA-1 den unteren Kryptenbereich anféarbt
(Abbildung 16).

In einem spateren Versuch konnte im Dinndarm ebenfalls ein SSEA-1 positives
Signal in der Kryptenbasis nachgewiesen werden (Abbildung 17).

Abbildung 16: Lebendfarbung von Krypten aus humanem Colon mit dem Oberflachenantikdrper
SSEA-1. A Immuncytochemie gegen SSEA-1. Der Focus ist auf die Kryptenbasis gerichtet. A" Hell-
feldaufnahme. A” Uberlagerung der Immuncytochemie mit der Hellfeldaufnahme. B Immuncyto-
chemische Farbung mit dem SSEA-1 Antikérper. Der Focus ist auf die ausdifferenzierten Zellen,
die sich in Richtung Darmlumen befinden, gerichtet. B’ Hellfeldaufnahme. B” Uberlagerung der
Immuncytochemie mit der Hellfeldaufnahme. GréRenbalken: 200 pm.

Abbildung 17: Lebendfarbung von Krypten aus humanem Dunndarm mit dem Oberflachenanti-
korper SSEA-1. A Immuncytochemie gegen SSEA-1. Es ist eine Uberlagerung der Immuncyto-
chemie mit der Hellfeldaufnahme zu sehen. B Starkere VergroRRerung aus A. GroRenbalken: 50 pm
in A, 25 ymin B.
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3.5 Zellzyklusanalyse von SSEA-1 positiven Zellen

In der Immunhistochemie und bei der Lebendfarbung von isolierten Krypten
konnte gezeigt werden, dass der SSEA-1-Antikorper an Darmepithelzellen aus der
unteren Region der Darmkrypte, in der sich die Stamm- und Vorlauferzellen
befinden, bindet. Da zu vermuten ist, dass ein hoher prozentualer Anteil dieser
Zellen proliferiert, wurde eine Cofarbung mit Propidiumiodid zur Zellzyklusanalyse
durchgefuhrt. Diese zeigte, dass sich 15,89 % aller SSEA-1 positiv gefarbten
Zellen in der S- bzw. M/G2-Phase befinden. Im Vergleich dazu sind nur 4,01 %
der SSEA-1 negativen Zellen in der Proliferationsphase (Abbildung 18D, E).
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Abbildung 18: Zellzyklusanalyse mit isolierten Darmepithelzellen. Die primar isolierten Zellen
wurden zundchst mit dem SSEA-1-Antikdrper gefarbt und nach erfolgter Fixierung mit einer PI-
/RNAse-L6ésung inkubiert. A Scatterblot. Die rot gegateten Zellen werden in B aufgezeigt. B PI-
positive Zellen. Es werden Einzelzellen ausgewahlt (blau) und in C aufgezeigt. Dubletten werden
dadurch bei der Analyse ausgeschlossen. C SSEA-1 gefarbte Zellen in Kombination mit PI. Es
wurden anhand der Negativkontrolle die positiven (violett) und negativen Zellen (griin) gegatet. D
Pl-Farbung der SSEA-1 positiven Zellen aufgetragen gegen die Zellzahl. Der Messbalken
beschreibt Zellen aus der S- bzw. M/G2-Phase. E PI-Farbung der SSEA-1 negativen Zellen.
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3.6 Isolation der Stamm- und Vorlauferzellen des Da rmepithels
mit MACS

Zur Charakterisierung der SSEA-1 positiven Stamm- und Vorlauferzellen wurde
die Isolation dieser Zellen unter Verwendung der MACS-Methode etabliert. Nach
erfolgtem Praparieren der Mucosa wurde diese in 2 mM EDTA inkubiert und die
Krypten herausgespult. Thermolysin zeigte sich hier als ungeeignet, da das
SSEA-1 Antigen nach der Thermolysinbehandlung vom Antikdrper nicht mehr
erkannt wurde. Die anschlieBende Zellvereinzelung der Krypten wurde mit einer
Papain-Behandlung vor der MACS-Isolation durchgefihrt.

Die Zellen wurden zur besseren Aufreinigung zweimal Uber eine MACS-Saule
gegeben (Abbildung 19). Nach erfolgter Isolation wurde zur Kontrolle eine FACS-
Analyse durchgefuhrt (Abbildung 20).

Abbildung 19: SSEA-1 positive (A) und negative (B) Zellen, die mit MACS sortiert wurden. A
SSEA-1 positive Zellen (Pfeile). A’ Hellfeldaufnahme. A” Uberlagerung von A und A’. B SSEA-1
negativ isolierte Zellen. Es sind ebenfalls wenige SSEA-1 positive Zellen vorhanden (Pfeile). B’
Hellfeldaufnahme. B” Uberlagerung von B und B’. GréRenbalken: 50 pum.

Abbildung 20: FACS-Analyse von MACS isolierten SSEA-1 positiven Zellen (rot). 79,03 % aller
SSEA-1 isolierten Zellen zeigten ein positives Fluoreszenzsignal.
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3.7 Etablierung eines Organkulturmodells

Um  isolierte  Epithelzellen im  dreidimensionalen  Gewebeverband
charakterisieren zu kdnnen, wurden Organkulturmodelle aus murinem, adultem
oder fotalem Darm etabliert, die auf Milliporemembranen kultiviert wurden
(Abbildung 21).

Abbildung 21: Kultivierungsprinzip der Organkulturmodelle aus adultem und fétalem Darm der
Maus. Die Gewebesticke wurden auf Milliporemembranen an der Luft-Medium-Grenze kultiviert.

3.7.1 Das organotypische Gewebekulturmodell von adu  Item,

murinem Colon

Die dreidimensionalen Gewebeproben von adultem Mausecolon wurden bis zu
vier Wochen auf Membraneinsatzen kultiviert (Abbildung 22A, D). Der Hauptteil
des Epithels degenerierte in vitro nach drei Tagen und wurde anschliel3end
komplett erneuert. Nach dieser epithelialen Reorganisation bedeckte ein neues
hochprismatisches Epithel die Oberflache der Gewebekultur und bildete Krypten-
ahnliche Strukturen (Abbildung 22A — C). Die Halfte der Explantate zeigte
innerhalb der ersten sechs Kultivierungstage ein gut erhaltenes Gewebe, das eine
Epithelium-spezifische Oberflache aufwies. Nach dieser Kultivierungszeit konnten
einige proliferierende Epithelzellen mit Hilfe eines BrdU-Proliferationsassays
detektiert werden (Abbildung 23C). Die Qualitat der Epithelzellen nahm zwischen
der 3. und 4. Kultivierungswoche aufgrund der reduzierten Regenerationskapazitét
des Epithels und einem Verlust an Epithelzellen ab. Zu diesem Zeitpunkt konnten
keine BrdU-positiven Epithelzellen mehr identifiziert werden.
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Abbildung 22: Histologische und histochemische Charakterisierung des intestinalen Gewebe-
kulturmodells mit Hamatoxylin (A - D), Alcianblau (E) und alkalischer Phosphatase (F). A zeigt
einen Uberblick eines Paraffinschnittes von einer sechs Tage kultivierten Organkultur. Die Kultur
weist ein hochprismatisches Epithel (Ep) mit Krypten-&hnlichen Strukturen (Pfeile), Bindegewebe
(BG) und glatter Muskulatur (M) auf. B, C VergréBerung aus A. Die Pfeile zeigen zu den Krypten-
ahnlichen Strukturen des Epithels. D VergréRerung von A aus dem unteren Bereich der Kultur. Die
Pfeile markieren den Untergrund der Kultur auf der Millipore-Membran. E Starke VergréRerung
hochprismatischer Enterozyten und Alcianblau-gefarbter Becherzellen (Pfeile) aus nach neun
Tagen kultiviertem Gewebe. Die gestrichelte Linie markiert die Grenze des Epithels. F Die apikale
alkalische Phosphatase Aktivitat demonstriert die Polaritat der Enterozyten (Pfeile). Die gestrichelte
Linie markiert das abgrenzende Epithel. GrolRenbalken: 100 um in A; 50 pm in B; 20 um in C, D, F;
10 uymin E.

Abbildung 23 : Immunhistologische Charakterisierung der organotypischen Kultur verglichen mit
adultem Darm der Maus. A, B Cytokeratinfarbung epithelialer Zellen auf Paraffinschnitten von
adultem Mausedarm (rot, A) und von der Gewebekultur (rot, B); DAPI (blau). Die Pfeile weisen auf
die stark gefarbten differenzierten Epithelzellen. Im Gegensatz dazu zeigen die undifferenzierten
Zellen nur eine schwache Farbung (Pfeilspitzen). C Proliferierende Epithelzellen konnten durch
Immunhistochemie gegen BrdU (rot) nach sechs Tage Kultivierung detektiert werden; DAPI (blau).
D Immunfluoreszenz gegen Laminin auf Paraffinschnitten der Gewebekultur. Die Pfeile zeigen auf
die Laminin-gefarbte Basalmembran. E — | Immunfluoreszenz SMA (smooth muscle actin) gegen
glatte Muskelzellen auf Schnitten von adultem Mausdarm (rot; E, F) und der Gewebekultur (rot; G —
1); DAPI (blau). Im Darmschnitt kdnnen die verschiedenen Muskelschichten unterschieden werden:
Muscularis longitudinale (ML), Muscularis ciruculare (MC) und Muscularis mucosae (MMuc).
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n vivo } in vitro in vitro
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E Ubersicht. F Starkere VergroBerung aus E. Im in vitro Modell befindet sich der GroRteil der
positiv gefarbten Zellen (Pfeile) im unteren Bereich der Kultur (G, H). G Ubersicht der
Gewebekultur. H Starkere VergréBerung aus G. | Es konnten vereinzelt positiv gefarbte glatte
Muskelzellen (Pfeile) im oberen Bereich der Kultur detektiert werden. J — L Immunfluoreszenz
gegen Gliazellen mit dem Antikdrper GFAP (glial fibrillary acidic protein) im adulten Mausdarm (rot;
J) und in der Gewebekultur (rot, K, L); DAPI (blau). J GFAP positive Zellen im adulten Mausedarm.
K Ubersicht der Gewebekultur. L Starkere VergréRerung aus K. M — O B-Tubulin Il (TuJ1)
Immunfluoreszenz von Neuronen in vivo (rot; M) und in vitro (rot; N, O); DAPI (blau). M TuJ1-
exprimierende Zellen im Plexus Myentericus (PM) des adulten M&ausedarms. N Ubersicht der
Gewebekultur. O Starkere VergrofRerung von TuJl positiven Zellen. GréRenbalken: 200 pm in E;
100 uminG,N; 50 uminB,F, H,J,K,M;25umin A, C,D, I, L, O.
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Die immunhistochemische Charakterisierung der Gewebekulturen wurde im
Vergleich zu nativem Mausedarm durchgefihrt (Abbildung 23). Die Epithelzellen
wurden mit Cytokeratin immunhistologisch gefarbt (Abbildung 23B). Die alkalische
Phosphatase Aktivitat an der apikalen Seite der Epithelzellen wurde histochemisch
nachgewiesen (Abbildung 22F). Ausdifferenzierte Becherzellen konnten mit Hilfe
einer Alcianblaufarbung und der Transmissionselektronenmikroskopie dargestellt
werden (Abbildung 22E, Abbildung 24D, E). Die Laminin positive Basalmembran
zeigte die Grenze zwischen dem Epithel und dem darunterliegenden
Bindegewebe (Abbildung 23D). Die transmissionselektronenmikroskopischen
Aufnahmen identifizierten Mikrovillistrukturen an der apikalen Oberflache von
hochprismatischen Epithelzellen (Abbildung 24A, B, F). Weiterhin konnten fir das
Epithel typische Tight Junctions und Desmosomen des epithelialen
Schlussleistenkomplexes sowie eine gut organisierte Basallamina detektiert
werden (Abbildung 24B, C, F).

Das Bindegewebe zeigte charakteristische Kollagenfasern, Fibroblasten
(Abbildung 241, J) und glatte Muskelzellen (Abbildung 24K). Eine Immun-
histochemie fur smooth muscle actin (SMA) demonstrierte hauptséchlich im
unteren Teil der Gewebekultur eine definierte Orientierung der Muskelzellen
(Abbildung 23G — ). Weiterhin konnten B-Tubulin Il positive enterische Neurone
(Abbildung 23M — O) und GFAP exprimierende Gliazellen (Abbildung 23J — L)
nachgewiesen werden. Interessanterweise liesen sich auch lymphatisch-ahnliche
Gefal3strukturen sowie Mastzellen-&hnliche Zellen durch die Transmissions-
elektronenmikroskopie detektierten (Abbildung 24G —1).

Neben den kleinen Krypten-ahnlichen Strukturen wurden auch grol3e,
darmuntypische Zysten-ahnliche Formen beobachtet. Diese sich in den Kulturen
entwickelnden Zysten wiesen ein nach innen gerichtetes Epithel auf (Abbildung
24L — N).

Abbildung 24: Charakterisierung der adulten Gewebekultur mit Hilfe der Transmissionselektronen-
mikroskopie. A Einschichtiges hochprismatisches Epithel mit darunter liegendem Myofibroblasten.
B Starkere VergroBerung aus A von den epithelialen Zell-Zell-Kontakten. Die Pfeile weisen auf die
Tight junctions und Desmosomen des junktionalen Komplexes. C Starkere Vergro3erung der
Basalmembran (Pfeile) aus A. D, E Die Pfeile markieren eine Becherzelle im Epithel der Gewebe-
kultur. F Auf der apikalen Oberflache des Epithels sind Mikrovilli zu erkennen. G Lymphatisch-
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_STAN \1, Y zou JBE 2.\ 3 A o : S0 e
ahnliches Gefal3 im Bindegewebe unterhalb des Epithels. Der Stern markiert das Lumen des
GeféaRes. H Starkere VergréRerung aus G. | Fibroblasten (Pfeil) und wenige Mastzellen-ahnliche
Zellen (Pfeilspitze) im Bindegewebe. J Hohere Vergréerung aus |. Der Pfeil weist auf eine
Fibroblasten-ahnliche Zelle. Die Sternchen deuten auf Kollagenfasern. K Muskelzellen (Pfeile) aus
dem unteren Teil der Kultur. L Ha&matoxylin und Alcianblau Farbung einer Zysten &hnlichen
Struktur. Sie zeigt ein Lumen (L) mit toten Zellen. M Transmissionselektronenmikroskopie einer
sich neu entstehenden Zyste im Epithel. N Starkere Vergrof3erung einer Zysten-ahnlichen Struktur.
Die Pfeile weisen auf Mikrovilli in der epithelialen Zyste (CEp). GréRenbalken: 20 um in L; 10 um in
G LK, M;5uminD,H;3umin A E, F, J; 1,5uminN; 1 umin C; 0,5 um in B.
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SGK1 mRNA Expression in epithelialen Zellen der Gew ebekultur nach

Dexamethasonbehandlung

Bereits in friheren Studien wurde demonstriert, dass eine Behandlung von
Mausen mit Dexamethason die Expression der SGK1 mRNA im Epithel des
Dunndarms erhdht (Grahammer et al. 2006).

Zur Evaluierung des in vitro Modells wurde untersucht, ob dieser durch
Dexamethason verursachte Effekt in vivo auf das Kultursystem Ubertragen werden
kann. Hierfir wurde die SGK1 mRNA Expression durch in situ Hybridisierungen
auf Kryostatschnitten von adultem murinem Colon und der Gewebekultur
durchgefiihrt. Die Kulturen wurden acht Stunden mit 100 nM Dexamethason
inkubiert, die Mause erhielten eine Injektion mit Dexamethason von 10 pg/g
Korpergewicht fur ebenfalls acht Stunden. In beiden Epithelien, vom adulten
Mausedarm in vivo (Abbildung 25B, E) und der Gewebekultur in vitro (Abbildung
25G, H), konnte im Vergleich zu der unbehandelten Gruppe (Abbildung 25A, D, F)
ein starker Anstieg der SGK1 mRNA Expression nach erfolgter
Dexamethasonbehandlung festgestellt werden. Die Sensekontrolle zeigte kein
Signal (Abbildung 25C).

Infektion der Gewebekultur mit  Candida albicans

Candida albicans kommt natirlicherweise im Gastrointestinaltrakt vor und kann
superfizielle Infektionen verursachen. Zur weiteren Evaluierung der Gewebekultur
als Infektionsmodell wurden daher Infektionsexperimente mit zwei verschiedenen
Candidastammen (Wildtypstamm Candida 14, Knockoutstamm Candida 34
(Acphl/Aefgl)) durchgefihrt. Im Gegensatz zum Wildtypstamm ist der
Knockoutstamm nicht in der Lage auf Epithelzellen zu adharerieren bzw. Zellen zu
penetrieren (Dieterich et al. 2002).

Die Infektion der Gewebekulturen erfolgte nach zehn Tagen. Candidazellen des
Wildtyps adharierten bereits acht Stunden nach Infektion (Abbildung 26E) und
penetrierten das Epithel nach 24 Stunden (Abbildung 26A - D). Der
Candidastamm Can 34 war in keiner der analysierten Kulturen in der Lage an die
Zelloberflache zu adharieren (Abbildung 261) oder die Epithelbarriere zu
penetrieren (Abbildung 26F — H).
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cavs 4 %; "‘_- S S L 3 :
Abbildung 25: Erhdhte Expression der SGK1 mRNA in epithelialen Zellen in vivo und in vitro nach
Behandlung mit Dexamethason. In situ Hybridisierung fiir die SGK1 mRNA auf Kryostatschnitten
vom Colon der adulten Maus (A — E) und von der Gewebekultur (F — H). A Ubersicht der SGK1
mRNA Expression im Colon einer unbehandelten Maus. B Ubersicht der SGK1 mRNA Expression
im Colon einer Dexamethason behandelten Maus. C Sense Kontrolle. D Hhere VergréRerung von
A. E Stérkere VergréBerung aus B. F In situ Hybridisierung fur SGK1 mRNA im Epithel einer
unbehandelten  Gewebekultur. G Erhohte SGK1 mRNA Expression nach einer
Dexamethasonbehandlung. H Starkere VergrolRerung aus G. Pfeile weisen auf das Epithel der
Gewebekultur. GroRenbalken: 100 pm in A—E; 50 um in G; 25 um in F, H.
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A

Abbildung 26: Infektion der Gewebekultur mit den Candida albicans Stammen Can 14 (Wildtyp)
und Can 34 (Acphl/Aefgl) fur 8 h und 24 h. Die Paraffinschnitte wurden gemaR dem Grocott
Farbeprotokoll angefarbt. Im Gegensatz zu dem schwach geféarbten Mukus und den extrazellularen
Komponenten (Sternchen) im Gewebe zeigen die Candida albicans Zellen ein charakteristisches
und stark positives Signal. A Ubersicht eines Paraffinschnittes von einer mit Can 14 inkubierten
Gewebekultur nach 24 h. B — D Unterschiedliche VergroRerungen einer Gewebekultur nach 24-
stiindiger Infektion mit Can 14. B Starkere VergroRerung aus A. C Hohere Vergréf3erung aus B. D
VergrofRerung aus C. E Can 14 Infektion nach 8 h. Der Pfeil markiert eine eindringende Candida
Zelle. F — H Unterschiedliche Vergrof3erungen einer Gewebekultur nach 24-stiindiger Infektion mit
Can 34. G Starkere Vergrof3erung aus F. H HOhere VergroRerung aus G. | Can 34 Infektion nach
8 h. Der Pfeil deutet auf eine Zelle auf der Kulturoberflache. Gréenbalken: 100 um in A, B, F; 25
pmin C, G; 10 umin D, E, H, I.

3.7.2 Die dreidimensionale Schnittkultur von fétale m, murinem Colon

Die dreidimensionale Schnittkultur wurde, wie das oben beschriebene Kulti-
vierungsmodell des adulten Darms der Maus, auf einer Millipore Membran fir zwei
Wochen kultiviert. Wahrend dieser Kulturdauer konnte eine durchgehende auto-
nome Kontraktion des Gewebes beobachtet werden. Es fand jedoch eine Lage-
veranderung der Kultur unmittelbar nach dem Schneiden mit dem Tissue chopper
statt. Bei den ringférmigen Schnittkulturen befand sich zentral eine Offnung, die

dem ehemaligen Darmlumen entspricht. Aufgrund der internen Gewebespannung
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kam es jedoch direkt nach dem Schneidevorgang zu einer Lageverdanderung der
Darmschichten. Wéahrend die Mucosa zur oberen, seitlichen Position gedreht
wurde, fanden sich die Muskelschichten im unteren Kulturbereich. Im Laufe der
zweiwdchigen Kaultivierung konnte eine weitere Reorganisation beobachtet
werden. Die Muskelzellen organisierten sich, &hnlich wie bei der adulten Organ-
kultur, im unteren zentralen Bereich der Kultur. Das Schleimhautepithel bedeckte
dabei die komplette Schnittkultur (Abbildung 28A). Die zentrale Offnung schloss
sich bereits nach wenigen Tagen und eignete sich daher besonders gut fir

Implantationsversuche (Abbildung 27).

Theoretische Tatsachliche Reorganisation
Organisation Organisation der Darmschichten
der Darmschichten der Darmschichten  nach zweiwd6chiger
nach dem Schneiden nach dem Schneiden Kultivierung

Aufsicht @

-
o | @RS || BB

[l Erithel

D Lamina propria /Submucosa

IL: intestinales Lumen - Tunica muscularis

Abbildung 27: Schematische Darstellung zur Reorganisation der dreidimensionalen Schnittkultur
des fotalen Darmes der Maus im Laufe der Kultivierung. Der linke Teil zeigt die theoretische
Orientierung der Darmschichten nach dem Schneiden mit dem Tissue chopper in Aufsicht- und
Querschnittdarstellung. Im mittleren Teil der Abbildung ist die tatsachliche Orientierung dargestellt.
Direkt nach dem Schneidevorgang kommt es zu einer Lageveranderung der intestinalen Schichten.
Die Mucosa wird dabei zur oberen und seitlichen Position hin gedreht, wahrend sich die Muskel-
schichten unten befinden. Der zellfreie Raum im Zentrum bleibt erhalten und kann fur Zell-
implantationen genutzt werden. Im rechten Abbildungsteil ist die Reorganisation der Gewebszellen
nach siebentégiger Kulturdauer abgebildet. Der zentrale freie Raum ist verschwunden und die
epithelialen Zellen bedecken die Gesamtoberflaiche der Kultur. Die Muskelzellen sind nun im
mittleren unteren Bereich der Kultur lokalisiert.

Die Schnittkulturen wurden histologisch, immunhistochemisch und mit Hilfe der
Rasterelektronenmikroskopie und Transmissionselektronenmikroskopie charak-
terisiert. Dabei zeigte sich, ahnlich wie bei der adulten Gewebekultur, ein fir Cyto-

keratin positives, hochprismatisches Epithel (Abbildung 29A) mit Mikrovilli an der

-83-



Ergebnisse

apikalen Oberflache (Abbildung 30A, B, C, E). Das Epithel wies das typische
Schlussleistennetz (Abbildung 30D) sowie eine darunter liegende Basallamina
(Abbildung 30E) auf. Es konnten aul3erdem eingelagerte Becherzellen beobachtet
werden (Abbildung 28). Das Epithel zeigte teilweise kryptenahnliche Strukturen, in
denen auch proliferierende Zellen nachgewiesen werden konnten (Abbildung 29B,
C). Im unteren Bereich der Kultur befand sich der fir SMA (smooth muscle actin)
positive muskuléare Anteil der Kultur (Abbildung 29D) mit eingelagerten Gliazellen
(Abbildung 29E) und Neuronen (Abbildung 29F).

Abbildung 28: Histologische Charakterisierung des fétalen Gewebekulturmodells mit Hamatoxylin
und Alcianblau. A zeigt einen Uberblick eines Paraffinschnittes. Die Kultur weist ein
hochprismatisches Epithel (Ep) mit Becherzellen (Pfeile) und krypten-ahnlichen Strukturen (Sterne)
auf. B VergréRerung aus A. Gré3enbalken: 50 um in A; 10 um in B.

Abbildung 29: Immunhistologische Charakterisierung der organotypischen Kultur. A Cyto-
keratinfarbung epithelialer Zellen auf Paraffinschnitten von der Gewebekultur (rot, A); DAPI (blau).
Die Pfeile weisen auf die stark gefarbten Epithelzellen. B, C Proliferierende Epithelzellen konnten
durch Immunhistochemie gegen BrdU (rot) detektiert werden; DAPI (blau). C Stéarkere
VergréRerung krypten-&hnlicher Strukturen mit BrdU-positiven Zellen (Pfeile) D Immunfluoreszenz
gegen glatte Muskelzellen (rot); DAPI (blau). E Immunfluoreszenz gegen Gliazellen mit dem Anti-
koérper GFAP (glial fibrillary acidic protein, rot); DAPI (blau). F B-Tubulin 1l (TuJd1) Immunfluores-
zenz von Neuronen (rot); DAPI (blau). GréRenbalken: 50 um in A, B; 25 um in C; 20 umin D, E, F.
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Abbildung  30: Rasterelektronenmikroskopische (A, B) und transmissionselektronen-
mikroskopische Aufnahmen (C — E) der fotalen Schnittkultur von murinem Colon, die fur 14 Tage
kultiviert wurde. A Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme des epithelialen Zellverbands. B
VergroBerte Darstellung der Mikrovilli-tragenden Oberflachenepithelzellen. C Einschichtiges
hochprismatisches Epithel. D Darstellung des Schlussleistennetzes bestehend aus Tight Junctions
und Desmosomen (Pfeil). E Zeigt die unter dem Epithel befindliche Basallamina. GréRenbalken: 2
pmin A, C; 1 uminB; 0,5 um in E; 0,2 um in D.
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Implantation von Caco-2 Zellen in die intestinale S chnittkultur

Die Schnittkultur eignet sich aufgrund der zu Beginn zentralen Offnung
besonders gut fur Implantationsversuche. Es wurden daher 2000 Zellen der
Caco-2 Zelllinie (Abbildung 31A) in einzelne Kulturen eingebracht. Die
Schnittkulturen wurden weitere funf Tage kultiviert und anschlie3end fixiert. Eine in
situ Hybridisierung gegen die humanspezifische Alu-Sequenz sowie eine
Immuncytochemie mit dem Antikdrper human Nuclei ergab, dass sich die Caco-2
Zellen in das fur Cytokeratin positive Epithel der Schnittkultur eingelagert haben
(Abbildung 31B — E).

Abbildung 31: Implantation humaner Caco-2 Zellen in das fotale Gewebekulturmodell des
murinen Colons. A zeigt eine Hellfeldaufnahme der Caco-2 Zelllinie. B Laserscanmikroskopische
Aufnahme einer Whole-mount Immunhistochemie mit dem Antikdrper human Nuclei (hNu; rot), der
spezifisch humane Zellkerne erkennt; TOPRO (blau). Die gestrichelte Linie markiert die Grenze
zwischen den implantierten Caco-2 Zellen und den murinen Darmepithelzellen. C In situ
Hybridisierung mit der humanspezifischen Alu-Sonde auf Paraffinschnitten der Gewebekultur. Die
Pfeile weisen auf die in das Epithel integrierten positiv gefarbten Kerne der Caco-2 Zellen. Das
Sternchen markiert die Grenze zwischen den Caco-2 Zellen und den murinen Darmepithelzellen. D
DAPI-Farbung des gleichen Gewebeschnitts. E Immunfluoreszenzfarbung gegen Cytokeratin.
GrolRenbalken: 100 pm in A;50 um in E; 10 um in B.
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3.7.3 Implantation von Zellen des Darmepithelsind e

dreidimensionale Schnittkultur von fotalem, murinem Colon

Zur Untersuchung der humanen, epithelialen Stammzellen des Darmes wurden
ganze Krypten (Abbildung 32B) in die fotale, dreidimensionale Schnittkultur
(Abbildung 32A) von murinem Colon implantiert. Mit diesen Kulturen wurde
anschlieBend eine in situ Hybridisierung gegen die humanspezifische Alu-
Sequenz durchgefihrt. Es zeigte sich, dass sich die humanen Zellen, &hnlich wie
die im vorherigen Abschnitt beschriebenen Caco-2 Zellen, in das Cytokeratin
positive Epithel eingelagert haben (Abbildung 32C, D, E).

Abbildung 32: Implantation einer mit Thermolysin isolierten, humanen Darmepithelkrypte in eine
dreidimensionale Schnittkultur aus dem fotalen, murinen Colon. A Aufsicht auf eine 1 Tag alte
Schnittkultur. Der Pfeil weist auf die Implantationsstelle. B Isolierte, humane Darmkrypte aus dem
Colon. Der Pfeil weist auf die Stammzellregion. C In situ Hybridisierung mit der humanspezifischen
Alu-Sonde. Die Pfeile zeigen auf die sich integrierten humanen Zellen in das murine Darmepithel.
K = Krypte. D Immunhistochemische Farbung des gleichen Gewebeschnitts gegen Cytokeratin
(rot); DAPI (blau). E Uberlagerung von C und D. GréRenbalken: 100 um in A; 50 um in B; 20 pm in
E.
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4  Diskussion

Die Darmmucosa gehort zu den regenerativsten Geweben des adulten
Organismus. Der Uberwiegende Teil des Darmepithels erneuert sich innerhalb von
drei bis sechs Tagen (Cheng 1974, Cheng und Leblond 1974, Karam 1999). Die
starke Regenerationsleistung der intestinalen Stammzellen zeigt sich deutlich
nach toxischen Erkrankungen und Infektionen des Magen-Darm-Traktes, nach
denen aus den Krypten heraus das Epithel innerhalb von wenigen Tagen neu
gebildet werden kann. Die Stammzellen durchlaufen dabei eine asymmetrische
Zellteilung, aus der wieder eine Stammzelle und eine Epithelzelle hervorgehen
(Adami et al. 1901, Jones et al. 1997). Im Dickdarm liegen die Stammzellen in der
Basis der Darmkrypte (Bach et al. 2000). Ein Kolonschleimhautbezirk des
Menschen von 1000 um? enthalt ca. 400 Krypten. Man vermutet zwischen vier bis
sechs Stammzellen pro Krypte, aus denen sich die entsprechenden Zellen des
Darmepithels, wie resorbierende Enterozyten, Mucin-produzierende Becherzellen
und Peptid-Hormon-produzierende enteroendokrine Zellen differenzieren (Potten
et al. 1998). Im Dunndarm finden sich die Stammzellen ebenfalls in den Krypten,
ihre Position ist jedoch stark umstritten. Sie werden entweder im Kryptengrund
zwischen den hier lokalisierten Paneth’schen Kdrnerzellen, die ebenfalls aus
diesen Stammzellen hervorgehen, und/oder an Zellposition (4+), direkt Gber den
Paneth’'schen Kdrnerzellen, vermutet (Potten 1977, Barker et al. 2007). Diese
epithelialen Stammzellen teilen sich fortlaufend und generieren proliferierende
Vorlauferzellen, die sich auf dem Weg zur Mucosaoberflache zu den oben
genannten spezialisierten Zellen differenzieren. Trotz der ausgepragten
Regenerationsleistung der intestinalen epithelialen Stammzellen sind noch viele
Mechanismen ihrer Regulation im Vergleich zu anderen adulten Stammzellen
weitgehend unbekannt.

Eine interessante Anwendung fur den Bereich der Regenerativen Medizin
kénnte sich aufgrund eines mdglichen Transdifferenzierungspotentials intestinaler
Stammzellen ergeben. Der Darm gehort neben der Leber, dem Pankreas und der
Lunge zum entodermalen Keimblatt. Wahrend der Embryogenese entwickelt sich
aus dem Vorderdarm die Leberanlage, das Pankreas und die Lunge (Gilbert 2003,
Drews 2006). Isolierte Stammzellen des Darmes kdnnten moéglicherweise das

Entwicklungspotential, sich unter Einsatz geeigneter Wachstumsfaktoren in
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Hepatozyten, Pankreaszellen und Lungenepithelzellen zu differenzieren, besitzen.
Die Isolation von epithelialen Stamm- und Vorlauferzellen aus dem Darm ist daher
ein wichtiger methodischer Baustein, um Regenerationsmechanismen zu
untersuchen und neues Gewebe im lebenden Organismus oder in der Zellkultur
mittels Techniken des Tissue Engineering zu generieren. Die epithelialen Stamm-
zellen der Darmmucosa bieten gegenuber vielen anderen Stammzellkomparti-
menten den Vorteil, dass die Lage der Stammzellen (Kryptengrund) in etwa
bekannt ist. Dies macht sie besonders fur die Identifikation neuer
Stammzellmarker interessant, da potentielle Marker histologisch der
Stammzellnische zugeordnet werden kdnnen. Voraussetzung fur eine gezielte
Isolation von intestinalen Vorlaufer- und Stammzellen des Darmepithels wére ein
geeigneter Antikdrper, der ein Oberflachenantigen an vitalen Zellen erkennt.

In der vorliegenden Arbeit wurden 46 verschiedene IgG-Antikdrper, die
spezifisch Zelloberflachenantigene detektieren, als mdgliche Marker fur Stamm-
und Vorlauferzellen des humanen Darmes untersucht. Dabei zeigte sich, dass das
Stage-Specific Embryonic Antigen 1 (SSEA-1) sowohl an fixiertem als auch
vitalem Gewebe im Bereich der Stamm- und Vorlauferzellen des humanen
Darmepithels nachgewiesen werden konnte.

SSEA-1 ist ein Glykolipid, d. h. es besteht aus einer Oligosaccharidkette und ist
Uber ein Glukosemolekil mit einem Ceramid verbunden. Die Oligosaccharidketten
der Glykolipide werden im Golgiapparat Uber verschiedene Glykosyl- und
Fucosyltransferasen synthetisiert (Fenderson et al. 1990, Nakayama et al. 2001).
SSEA-1, auch LewisX, CD15 oder LNFIll genannt, besitzt die
Kohlenhydratsequenz GalB1-4(Fucal-3)GIcNAc (Gooi et al. 1981). Es wurde zum
ersten Mal 1978 beschrieben (Solter und Knowles 1978) und ist auf der
Oberflache von verschiedenen Saugerzellen exprimiert. SSEA-1 wird aul3erdem in
kultivierten embryonalen Stammzellen der Maus (Fox et al. 1981), murinen
primordialen Keimzellen (Gomperts et al. 1994) und neuralen Stammzellen der
Maus und des Menschen (Klassen et al. 2001) exprimiert. Humane embryonale
Stammzellen und Keimzellen sind dagegen SSEA-1-negativ (Liu et al. 2004).
Neben den frihen embryonalen Zellen konnte eine SSEA-1-Expression auf
myeloiden Zellen, wie Monozyten und Granulozyten festgestellt werden (Hanjan et
al. 1982). Zusatzlich ist SSEA-1 in verschiedenen Tumorgeweben zu finden, wie z.

B. auf den Hodgkinlymphom-typischen Reed-Sternberg-Zellen (Agnarsson und
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Kadin 1989), im Plattenepithelkarzinom der Haut (Groves et al. 1993), im
Mammakarzinom (Narita et al. 1993) und im Leberkarzinom (Torii et al. 1993). Die
von ltzkowitz et al. und Nakamori et al. beschriebene Expression von SSEA-1 in
Kolonkarzinomen konnte mit dem in dieser Arbeit verwendeten IgGl SSEA-1-
Antikorper jedoch nicht bestatigt werden (Itzkowitz et al. 1986, Nakamori et al.
1993).

Die SSEA-1 Expression in den Krypten von Normalgewebe wurde bereits von
mehreren Arbeitsgruppen an fixiertem Gewebe untersucht (ltzkowitz et al. 1986,
Ariza et al. 1996). Dabei konnte gezeigt werden, dass SSEA-1 im Dinndarm von
den Paneth’schen Koérnerzellen exprimiert wird (Ariza et al. 1996) und im Dick-
darm hauptsachlich im distalen Colon im unteren Bereich der Krypten vorkommt.
Im proximalen Colon wird SSEA-1 im unteren sowie im oberen Bereich der
Krypten exprimiert (ltzkowitz et al. 1986). Eine immunhistochemische Farbung
wurde jedoch im Falle des Colons in dieser Publikation nicht gezeigt.
Interessanterweise deuten die eigenen Untersuchungen an verschiedenen Darm-
abschnitten darauf hin, dass die Lokalisation der SSEA-1 positiven Zellen mit der
proliferativen Zone im Darmepithel korreliert. Im proximalen Colon sind die
proliferierenden Epithelzellen sowie das SSEA-1 Antigen auch im oberen Bereich
der Krypte lokalisiert, wahrend sie im distalen Colon nur im unteren Drittel der
Krypte zu finden sind.

Weiterhin konnten im Rahmen dieser Dissertationsarbeit Unterschiede in
Abhé&ngigkeit von der Fixierung beobachtet werden. Die Aceton-fixierten
Kryostatschnitte zeigten eine Farbung der kompletten Zellmembran im unteren
Drittel der Krypte, wahrend die Farbung auf Paraffinschnitten nur auf der apikalen
Seite der Epithelzelle zu sehen war. Weiterhin wies die Immunhistochemie auf
Paraffinschnitten darauf hin, dass das SSEA-1 in das Lumen der Krypte sekretiert
wird. Dies zeigt, dass auch die Fixierungstechnik eine Rolle bei der spezifischen
Antikdrperbindung und dessen Detektion spielt. Die Verwendung von
Paraformaldehyd sorgt zwar fur einen besseren Gewebeerhalt, es werden jedoch
bei diesem Fixans funktionelle Gruppen miteinander verlinkt, was eine spezifische
Antigenerkennung fur den Antikorper in der Histologie erschweren kann (Werner
et al. 2000). Eine immuncytochemische Farbung an vitalem Epithelgewebe wurde

in bisher veroffentlichten Arbeiten nicht beschrieben.
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Im Gegensatz zu dem in der Promotionsarbeit verwendeten IgG-Antikorper
wurden in den zuvor genannten Publikationen ausschliel3lich SSEA-1-Antikorper
der IgM-Klasse eingesetzt. IgM-Antikorper werden in der ersten Immunantwort
gebildet und bilden ein Pentamer mit 10 Antigenbindungsstellen. Sie erfahren eine
hohe Mutationsrate wodurch sie, im Gegensatz zu den kleineren IgG-Antikorper-
Monomeren, eine niedrige Affinitat aufweisen. Die Affinitat der individuellen
Antigenbindungsstellen ist daher der kritische Punkt fir die Effektivitat der Anti-
korper (Janeway et al. 1999). Eine vergleichende Immunhistochemie an
Gewebeschnitten mit einem SSEA-1 IgM- und dem in der Doktorarbeit
verwendeten IgG1-Antikorper zeigte, dass der IgM-Antikorper sowohl auf der
apikalen Seite der Epithelzellen als auch im Zytoplasma bindet, wahrend eine
Farbung mit dem IgG1-Antikdrper nur auf der apikalen Seite der Epithelzellen zu
verzeichnen war.

Untersuchungen an Mauseembryonen ergaben, dass SSEA-1 im acht-Zell-
Stadium zum Zeitpunkt der Verdichtung erscheint und im 32-Zell-Stadium, wenn
der Verdichtungsprozess beendet ist, verschwindet (Solter und Knowles 1978,
Bird und Kimber 1984, Fenderson et al. 1984). Es wird daher vermutet, dass
SSEA-1 wéhrend der Embryogenese in Zell-Zell-Interaktionen involviert ist (Solter
und Knowles 1978). Die Interaktion erfolgt direkt zwischen zwei SSEA-1 Mole-
killen und ist Ca®* und Mg* abhangig, da die Bindung unter EDTA inhibiert
werden kann (Eggens et al 1989). Eine Beteiligung von SSEA-1 auf die Zell-Zell-
Interaktion wurde ebenfalls zwischen neutrophilen Granulozyten und
Endothelzellen beobachtet (Forsyth et al. 1989). Die Lokalisation von SSEA-1 im
Darmepithel kdonnte auf dessen madgliche Funktion bei Zell-Zell-Interaktionen im
epithelialen Stammzellkompartiment hindeuten. In mehreren Untersuchungen liel3
sich zeigen, dass sowohl die Zellinteraktionen der Epithelzellen untereinander, als
auch die Interaktionen mit den Zellen der Lamina Propria einen entscheidenden
Einfluss auf die Organisation und Funktionalitat der epithelialen Zellen besitzen
(Kaestner et al. 1997, van den Brink et al. 2001, Rizvi und Wong 2005).

Fotale und adulte Vorlaufer- und Stammzellen des ZNS exprimieren ebenfalls
SSEA-1 (Capela und Temple 2002, Capela und Temple 2006). Eine SSEA-1
FACS-Selektion mit anschlieRender klonaler Kultivierung von neuralen

Vorlauferzellen aus dem kortikalen Neuroepithel des Mausfotus zeigte eine
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erhohte Proliferationsrate der SSEA-1 positiven Zellen im Vergleich zu den
negativen Zellen (Capela und Temple 2006).

Ahnlich wie in den oben beschriebenen neuralen Stamm- und Vorlauferzellen
weisen die im Rahmen der Promotionsarbeit erzielten Daten der Zellzyklusanalyse
von Darmepithelzellen darauf hin, dass SSEA-1 auf proliferierenden Stamm-
und/oder Vorlauferzellen exprimiert wird. Der Anteil der proliferierten Zellen war
bei den SSEA-1 markierten humanen Darmepithelzellen im Vergleich zu den
SSEA-1 negativen Zellen vierfach erhéht. Die FACS-Analyse mit dem SSEA-1
Antikdrper wies aul3erdem darauf hin, dass die Stamm- und Vorlauferzellen das
Antigen in unterschiedlichen Intensitaten exprimierten. Dies ermdglicht mit Hilfe
des FACS-Sortings Zellen mit unterschiedlich starkem Fluoreszenzsignal zu
sortieren und im Hinblick auf ihren Stammzellcharakter getrennt voneinander zu
analysieren.

Alle Lewis Antigene, zu denen auch SSEA-1 angehoért, sind Blutgruppenver-
wandte Kohlenhydrate und werden fur die Tumorprognose verwendet (Dabelstern
1996). Sialyliertes Lewis X ist in Colonkarzinomgewebe hochreguliert (Itzkowitz et
al. 1986, Nakamori et al. 1993). Es wurde aber auch eine erh6hte Expression von
Lewis X, also SSEA-1, beobachtet (Mayer et al. 1996).

Diese Beobachtung konnte in der Promotionsarbeit bei sechs verschiedenen
Colonkarzinomgewebeproben nicht bestétigt werden. In keiner der analysierten
Proben lieBen sich SSEA-1-positive Tumorzellen detektieren. Die epitheliale
Stammzellregion in den Krypten zeigte jedoch bei jedem Patienten eine
spezifische Farbung. Auch die Colonkarzinomzelllinie Caco-2 wies mit dem
SSEA-1 Antikorper kein Signal auf. Die Caco-Zellen waren sowohl unter fixierten
Bedingungen bei der Immuncytochemie als auch nativ bei der FACS-Analyse
negativ fur diesen Antikdrper. Diese wiedersprichlichen Ergebnisse bezuglich der
Expression von SSEA-1 in Tumorzellen deuten darauf hin, dass die verwendeten
IgM-/1IgG-Antikdrper eine unterschiedliche Spezifitat aufweisen.

Eine Lebendfarbung oder FACS-Messung mit einem SSEA-1-Antikdrper bzw.
eine Isolation der Stamm- und Vorlauferzellen des humanen Darmepithels ist bis-
lang nicht beschrieben worden. Eine gezielte Isolation der Stamm- und Vorlaufer-
zellen bietet jedoch die Mdglichkeit, diese zu kultivieren und ihr Differenzierungs-
potential zu untersuchen. Fur die Zellselektion mit MACS/FACS war es zunachst

notwendig, eine Isolation des Darmepithels mit anschlielBender Zellvereinzelung
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zu etablieren. Verschiedene Isolationstechniken von Darmepithelzellen fir die
Zellkultur wurden bereits in der Literatur der 60er und 70er Jahre beschrieben. Zu
diesen Techniken gehéren zum Beispiel die mechanische Dissoziation der Zellen
(Sjostrand 1968), die Isolation durch Verwendung von Chelatbildnern (Whitehead
et al. 1987, Evans et al. 1992, Grossmann et al. 1998, Rogler et al. 1998,
Schlottmann et al. 2004) oder der enzymatische Verdau mit Hilfe von
proteolytischen Enzymen, wie Collagenase/Dispase (Quaroni und May 1980,
Evans et al. 1992, H. Fukamachi 1992, Grossmann et al. 1998) oder
Hyaluronidasen (H. Fukamachi 1992). Die dissoziierten Epithelzellen wurden in
diesen Arbeiten meist fur kurzzeitige Kultivierungs- und Stimulationsversuche
verwendet. Antikoérperfarbungen wurden in der Regel nicht durchgefiihrt. Eine
Publikation zeigte eine Isolation von Darmepithelzellen mit anschlielBender FACS-
Analyse unter Verwendung eines epithelialen Antikérpers (EP4; Schlottmann et al.
2004). In dieser Arbeit wurde jedoch nicht darauf eingegangen, wie die Zellen der
mit EDTA isolierten Krypten vereinzelt wurden. Die Isolation des Epithels mit
anschlieBender Zellvereinzelung ist allerdings fur eine FACS-Messung bzw.
Isolation bestimmter Zellpopulationen unerlasslich, sie gestaltet sich jedoch
aufgrund des starken Zusammenhalts der Zellen durch das Schlussleistennetz als
schwierig. Darlber hinaus wird die Dissoziation der Zellen durch die starke
Mucinbildung der Becherzellen, die zu einem Verkleben der Zellen fihren kann,
erschwert.

Fur die Isolation der Krypten wurde in der Promotionsarbeit, wenn anschlief3end
eine Antikorperfarbung erfolgte, ebenfalls EDTA verwendet, da mit Hilfe dieser
Methode der Erhalt der Oberflachenantigene am besten gewahrleistet werden
konnte. Fur die Zellvereinzelung der Krypten wurden zwei enzymatische
Methoden etabliert. Eine Vereinzelung mit Papain zeigte sich als besonders
zellschonend wahrend sich die enzymatische Behandlung mit Collage-
nase/Dispase als antigenschonender erwies. Dies konnte bei der FACS-Analyse
mit den Antikdrpern 58B1A2 und CD13 unter Anwendung der zwei verschiedenen
Zellvereinzelungsprotokolle demonstriert werden. Bei einer Zellvereinzelung mit
Collagenase/Dispase wurde im Gegensatz zu einer Vereinzelung mit Papain bei
der FACS-Messung ein positives Signal detektiert. Im Falle von SSEA-1 wurde die
Zellvereinzelung mit Papain vorgenommen, da dieses Enzym die Zellen schonen-

der vereinzelte und das SSEA-1 Antigen nicht verdaut wurde. Nach erfolgter
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Farbung konnten die SSEA-1 positiven Zellen mit Hilfe von MACS isoliert werden.
Die isolierten Zellen wurden anschlie3end in vitro und in vivo untersucht. Fur die in
vitro Untersuchungen wurden die MACS-selektierten SSEA-1 positiven Zellen in
die fotale Schnittkultur implantiert, um eine Integration in das Gewebe zu unter-
suchen. Diese Integration ist jedoch im Gegensatz zu den implantieren Krypten
nicht gelungen. Auch bei subkutanen und renalen Implantationen in die Nackt-
maus sowie Implantationen in den Huhnerembryo konnte ebenfalls keine Inte-
gration beobachtet werden. Dies konnte an der fehlenden dreidimensionalen
Organisation der dissoziierten Epithelzellen liegen, da die fur das epitheliale
Patterning essentiellen Zell-Zell-Interaktionen des Darmepithels in der Monolayer-
kultur nicht mehr bestehen (de Santa Barbara et al. 2003). Zellkulturen, bei denen
die dreidimensionale Organsiation der Epithelzellen mit der extrazellularen Matrix
und Bindegewebszellen gewahrleistet ist, zeigen diesbezuglich eine in vivo-
ahnlichere Funktionalitat (Stokes et al. 2001, Bursac et al. 2003, Edelman und
Keefer 2005). Das in dieser Promotionsarbeit etablierte Gewebekulturmodell
konnte die Notwendigkeit einer dreidimensionalen Organisation bestéatigen. In
diesem Modell konnten aufgrund des bestehend bleibenden Gewebeverbands
proliferierende Epithelzellen Uber eine langere Zeit nachgewiesen werden. In
diesem Modell wiesen die Epithelzellen, im Gegensatz zu den Monolayerkulturen,
mehrere in vivo-dhnliche Parameter auf. Dazu zdhlen unter anderem: eine
hochprismatische Zellmorphologie, apikal liegende Mikrovilli, ein ausgepréagtes
Schlussleistennetz sowie eine durchgangige Basalmembran.

Fur die Aufrechterhaltung der Funktionalitat von dissoziierten Epithelzellen
fehlen zurzeit noch notwendige Informationen tber die Zell-Zell-Interaktionen des
Darmepithels in vivo. Als nachster Schritt ware die Charakterisierung der Stamm-
und Vorlauferzellen des Darmepithels mittels high-throughput Analysen unter
Verwendung des etablierten Isolationsprotokolls auf mRNA- und Protein-Ebene
vorteilhaft. Dies wirde die Chance eréffnen, gezielt die Expression von
zellbeeinflussenden Faktoren zu analysieren und dadurch neue Erkenntnisse fir

die erfolgreiche Kultivierung der Epithelzellen zu gewinnen.
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5 Zusammenfassung

Stammzellmarker sind wichtige Werkzeuge, um Stammzellen isolieren und
charakterisieren zu konnen. Im Bereich des Darmepithels sind bisher wenige
Gene oder Proteine beschrieben worden, die spezifisch in den Stammzellen
exprimiert werden. Eine Isolation der Stamm- bzw. Vorlauferzellen ist bislang nicht
publiziert worden. Das Ziel dieser Promotionsarbeit war daher einen Antikdrper zu
finden, der eine Selektion und anschlieRende Charakterisierung der entodermalen
Stamm- und Vorlauferzellen des humanen Darmepithels erméglicht.

Zunachst wurde die dazu notwendige Isolation des gesamten Darmepithels
sowie die anschlieRende Zellvereinzelung etabliert. In einem nachsten Schritt wur-
de fUr die Identifizierung der intestinalen Stamm- und Vorlauferzellen ein Antikor-
perscreening an humanen Darmschnitten und isolierten Darmepithelzellen mittels
Immunhistochemien bzw. FACS-Analysen vorgenommen. Dabei wurden zusatz-
lich vergleichende Analysen an Caco-2-Zellen und Tumorgeweben durchgefihrt.

Diese Untersuchungen ergaben mit dem SSEA-1-Antikdrper einen interes-
santen Kandidaten, mit dessen Hilfe erstmals eine Anreicherung von Zellen des
Proliferationskompartiments des Darmepithels etabliert werden konnte. Zellzyklus-
analysen der SSEA-1 positiven Zellen verdeutlichten dabei deren proliferative
Eigenschaften. In ersten Experimenten wurden anschlielend isolierte intakte
Krypten sowie mittels MACS angereicherte SSEA-1-positive Zellen auf ihr Integra-
tionsverhalten in intestinalen Geweben mit Hilfe des in dieser Arbeit etablierten
Gewebekulturmodells untersucht. Dieses in vitro-Modell des Darmes weist
aufgrund der dreidimensionalen Zellorganisation, im Gegensatz zu
konventionellen Monolayerkulturen, morphologisch und funktionell in vivo-
ahnlichere Eigenschaften auf.

Der in dieser Promotion analysierte SSEA-1 AntikOrper bietet ein interessantes
Anwendungspotential zur Isolation von intestinalen Stamm- und Vorlauferzellen
sowohl im Bereich der Grundlagenforschung als auch auf dem Gebiet der Rege-
nerativen Medizin. Zur weiteren Charakterisierung des epithelialen Stammzell-
kompartiments waren weitere Untersuchungen des Mikroenvironments auf RNA-
und Proteinebene notwendig. Die sich daraus ergebenden Erkenntnisse kdnnten
die notwendigen Grundlagen fur eine zurzeit noch nicht mogliche Langzeit-

kultivierung und Expansion von Darmstammzellen liefern.
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7.2 Abkirzungsverzeichnis

AB-Komplex
AP
APC
BMP
BMPR1A
Bp
BrdU
BSA
Caco-2
CBC
DAB
DIG
Dkk1
DMEM
DMSO
DNA
DTT
EDTA
ENS
EP4
FACS
FBS
Fkh6
FSC
Fzd
GALT
GFAP
HBSS
HE
HES

g

Lef

Avidin-Biotin-Komplex
Alkalische Phosphatase
Adenomatous polyposis coli
Bone morphogenic protein
BMP-Rezeptor 1A

Basenpaare
5-brom-2-desoxyuridin

Bovine serum albumin
Colonkarzinomzelllinie

Crypt base columnar cell
Diaminobenzidin

Digoxigenin

Dickk opfl

Dulbecco's Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid
Deoxyribonucleic acid
Dithiothreitol
Ethylenediaminetetraacetic acid
Enterisches Nervensystem
Prostaglandin E Receptor
Fluorescencee activated cell sorting
Fotales bovines Serum
Forkhead homolog 6

Forward scatter

Frizzled

Gut-associated lymphoid tissue
Glial fibrillary acidic protein
Hanks’ balanced salt solution
Hamalaun/Eosin
Hairy/enhancer of split
Immunglobulin

Lymphoid enhancer factor
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Lgrs
Lrp
MACS
PBS
PCR
PFA
Pl

PK
Racl
RGM
RNA
sFRP
SGK1
SSC
SSC
SSEA-1
TA Population
TBS
Tcf
TGF-B
TNF-a
TuJdl
Wnt
YPD
ZNS

Leucine-rich repeat-containing G protein-coupled receptor

Low density lipoprotein-related receptor protein
Magnetic cell sorting

Phosphate buffered solution

Polymerase chain reaction
Paraformaldehyd

Propidiumiodid

Proteinase K

Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1
Repulsive guidance molecule

Ribonucleic acid

Secreted frizzled related protein

Serum- und Glukokortikoid-induzierbaren Kinase 1
Side scatter

Saline-Sodium-Citrat

Stage-Specific Embryonic Antigen 1
Transient amplifying population

Tris buffered saline

T-cell factor

Transforming growth factor 8
Tumornekrosisfaktor- a

B-tubulin 111

Wingless, Int

Yeast/Pepton/Dextrose Medium

Zentrales Nervensystem
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