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Zusammenfassung

Die grofe Beachtung, die embryonalen
Stammzellen (ES-Zellen) gegenwartig ge-
schenkt wird, resultiert aus ihrer Fahigkeit,
unter geeigneten Bedingungen in der
Zellkultur zahlreiche Zelltypen bilden zu
konnen. Hierauf basiert die Hoffnung, aus
embryonalen Stammzellen Spenderzellen
fiir Gewebeersatz gewinnen zu kénnen. Der
vorliegende Beitrag befasst sich mit den
embryonalen Stammzellen der Maus (muri-
ne ES-Zellen), da an ihnen in den letzten
Jahrzehnten die grundlegenden Erkenntnis-
se liber die Eigenschaften und das Potenzial
embryonaler Stammzellen gewonnen wur-
den.Murine ES-Zellen finden in der Grundla-
genforschung und in der medizinischen For-
schung vielfache Anwendungen. Sie kom-
men z.B.zum Einsatz, um mit ihrer Hilfe ge-
zielte genetische Veranderungen in Mduse
einzubringen und an den Tieren (so genann-
ten Kock-out-Mausen) den Einfluss definier-
ter Genfunktionen auf Entwicklungs- und
Krankheitsprozesse zu studieren.ES-Zellen
der Maus konnen aber auch in der Zellkultur
(in vitro) in zahlreiche Zelltypen differenzie-
ren und dienen als Modellsysteme zur Unter-
suchung des Entwicklungspotenzials em-
bryonaler Stammzellen. Es wurden z.B. Pro-
tokolle zur Differenzierung von ES-Zellen in
kardiale, myogene, neurale, adipogene, ha-
matopoetische, endotheliale, chondrogene
oder vaskuldre glatte Muskelzellen etabliert.
Die Arbeit mit ES-Zellen der Maus hat zudem
gezeigt, dass sich embryonale Stammzellen
zur Analyse der Wirkung embryotoxischer
und pharmakologischer Substanzen eignen.
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Der Begriff ,Stammzellen“ eint eine
Vielzahl von Zellen unterschiedlichster
Herkunft. Allen diesen Zellen gemein-
sam sind jedoch zwei grundsitzliche Ei-
genschaften: Stammzellen befinden sich
im Gegensatz zu den hoch spezialisier-
ten Zellen im erwachsenen Organismus
in einem undifferenzierten (unspeziali-
sierten) Zustand und kénnen sich unter
bestimmten Bedingungen im Korper (in
vivo) und teilweise in der Zellkultur (in
vitro) teilen und vermehren, ohne diese
Eigenschaft zu verlieren. Zudem besit-
zen sie das Potenzial, zu Zellen unter-
schiedlichster Funktion auszureifen, das
heifit in spezialisierte Zelltypen zu dif-
ferenzieren.

Entsprechend ihrer Herkunft wer-
den embryonale Stammzellen (ES-Zel-
len), embryonale Keimzellen (EG-Zel-
len) sowie Stammzellen aus fotalem und
erwachsenem Korpergewebe (gewebe-
spezifische fotale oder adulte somatische
Stammzellen) unterschieden. ES-Zellen
werden aus frithen embryonalen Ent-
wicklungsstadien gewonnen. EG-Zellen
entstammen den so genannten primor-
dialen Keimzellen (PG-Zellen), die sich
in der fotalen Keimdriisenleiste finden
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und aus denen sich spiter die Gameten,
das heift die Ei- oder Samenzellen ent-
wickeln. Somatische Stammzellen sind
unspezialisierte Zellen, die sich in be-
stimmten Organen des Fétus oder des
erwachsenen Organismus finden. Die
oben genannten Eigenschaften der
Stammzellen sind in ES-Zellen, EG-Zel-
len sowie in somatischen Stammzellen
in unterschiedlichem Mafle ausgeprégt.
Undifferenzierte ES- und EG-Zellen der
Maus kénnen sich z. B.in der Zellkultur
unbegrenzt teilen und vermehren, wih-
rend dieses fiir adulte somatische
Stammzellen meist nur iiber begrenzte
Zeitraume moglich ist. Letztere konnen
in der Zellkultur relativ schnell ihren
undifferenzierten Zustand verlieren. Zu-
dem besitzen ES- und EG-Zellen das Po-
tenzial, sich in Korperzellen jeden Typs
zu differenzieren, wihrend diese Fahig-
keit adulten somatischen Stammzellen
offenbar nicht gegeben ist, das heif3t die-
se Zellen besitzen ein eingeschridnktes
Entwicklungspotenzial.

Uber die Eigenschaften und das Po-
tenzial verschiedener adulter somati-
scher Stammzellen wird ausfiihrlich in
mehreren Beitrdgen des vorliegenden
Heftes berichtet. In diesem Artikel soll
hingegen auf die Charakteristika von
ES- und EG-Zellen der Maus eingegan-
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Mouse Embryonic Stem Cells.
Properties, Potential, and Applications

Abstract

During the last few years research on embry-
onic stem cells has received much public
attention due to the fact that these cells are
able to differentiate in vitro into many spe-
cialized cells and thus may serve as a source
for a variety of tissues. The following article
focuses on mouse embryonic stem cells
(murine ES cells), because research on these
cells has given insight into the potential of
embryonic stem cells. Murine ES cells are
permanent cell lines established from the
inner cell mass (ICM) of early embryos
(blastocysts).ES cells are undifferentiated
pluripotent cells that are able to undergo an
unlimited number of cell divisions without
loosing the undifferentiated phenotype.The
same is true for mouse primordial germ cell
lines (murine EG cell lines), that where estab-
lished from the fetal progenitor cells of
primordial germ cells. Mouse embryonic
stem cells are used for different purposes. In
basic research they are used to study the
consequences of mutations within genes
that control embryonic development and/or
the development of diseases. Because of
their ability to differentiate into a variety of
specialized cell types, murine ES cells also
serve as model systems to establish specific
differentiation protocols.In the last few
years protocols were established for the in
vitro development of undifferentiated em-
bryonic stem cells into differentiated cardiac,
skeletal muscle, neural, adipogenic, haema-
topoietic, endothelial, chondrogenic or vas-
cular smooth muscle cells. Last but not least,
studies on mouse ES cells have demonstrat-
ed that embryonic cells and their differen-
tiated derivatives can be used to analyse the
effects of toxic substances or of pharmaceu-
tical drugs.
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Abb.1 A Schematische Darstellung der friihen Embryonalentwicklung der Maus und der Gewinnung
von ES-Zelllinien bzw. EG-Zelllinien. Eine detaillierte Beschreibung findet sich in dem Unter-Kapitel
+ES- und EG-Zellen der Maus: Definitionen und Herkunft” (P.c. post coitum, ES-Zellen Embryonale

Stammzellen, EG-Zellen Embryonale Keimzellen)

gen werden. Dargelegt werden die Me-
thoden zu ihrer Gewinnung, ihre Eigen-
schaften sowie die Erkenntnisse iiber ihr
Potenzial und die mégliche Ubertrag-
barkeit dieser Erkenntnisse auf mensch-
liche embryonale Stammzellen. Kurz
werden auch die bisher bekannten Un-
terschiede zwischen ES-Zellen der Maus
und humanen ES-Zellen dargestellt.
Letztere werden jedoch ausfiihrlich in
dem Beitrag von M. Pera in diesem Heft
diskutiert.

ES- und EG-Zellen der Maus:
Definitionen und Herkunft

ES-Zellen der Maus

Fiir das Verstindnis der Herkunft em-
bryonaler Stammzellen ist die Kenntnis
der frithen Embryonalentwicklung er-
forderlich (Abb.1).Nach der Verschmel-
zung von Ei- und Samenzellen und der
Vereinigung der Vorkerne durchlduft die
befruchtete Eizelle (Zygote) eine Reihe
von Zellteilungen: Uber das Zwei-, Vier-
und Acht-Zellstadium wird bei der Maus
am Tag 2,5 der Entwicklung das so ge-
nannte Morula-Stadium (16-Zellstadi-
um) und schlieflich nach etwa 3,5 Tagen
das Blastozystenstadium, das ca. 150 Zel-
len umfasst, erreicht. Die Blastozyste be-
steht aus den Zellen der Inneren Zell-
masse (ICM, Embryoblast), der Blas-
tocoelhdhle sowie den dufleren Tro-
phoblastenzellen (Trophectoderm). Blas-
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tozysten lassen sich bei Mdusen aus dem
Uterus herausspiilen.

ES-Zellen der Maus (murine ES-
Zellen) werden aus der Inneren Zell-
masse von Blastozysten gewonnen. Ihre
Isolierung gelang erstmals zu Beginn
der 8oer-Jahre [1,2] und war ein grofler
Durchbruch fiir die Entwicklungs- und
Zellbiologie. Zur Gewinnung von ES-
Zellen werden die Blastozysten unter de-
finierten Bedingungen in die Zellkultur
iiberfiihrt. Hier wachsen die Zellen der
Inneren Zellmasse als undifferenzierte
Zellen aus. Um den undifferenzierten
Entwicklungszustand der ES-Zellen zu
erhalten, erfolgt ihre Kultivierung auf ei-
nem speziellen Ndhrrasen, dem ,,Feeder-
Layer, aus mitotisch inaktivierten em-
bryonalen Mausfibroblasten (MEF-Zel-
len) oder alternativ in Anwesenheit von
Differenzierungshemmfaktoren  wie
dem,,Leukemia-Inhibitory-Faktor (LIF)
der von den MEF-Zellen abgegeben
wird.

,ES-Zelllinien lassen sich nahe-
zu unbegrenzt im undifferen-
Zierten Zustand halten.”

Die Kultivierung embryonaler Stamm-
zellen gelingt relativ leicht aus bestimm-
ten Stimmen der Maus, z. B. dem Stamm
129. Wesentlich unzuverlédssiger gelingt
die Etablierung von ES-Zelllinien aus
anderen Stimmen, z. B. C57BL6 oder



Balb/c. Die ES-Zelllinien der Maus las-
sen sich nahezu unbegrenzt im undiffe-
renzierten Zustand kultivieren. So zei-
gen z. B. Zelllinien, die {iber zwei Jahre
oder mehr in Kultur gehalten wurden
und mehrere hundert Zellteilungen
durchlaufen haben, keinen Verlust ihres
undifferenzierten Zustandes. auch wei-
sen sie keine Verdnderungen des norma-
len diploiden Chromosomensatzes auf,
das heif3t ihr Karyotyp bleibt stabil [3].
ES-Zelllinien der Maus kénnen auch
iiber lange Zeitraume tiefgefroren auf-
bewahrt werden. Heute werden daher
90% der Forschungsarbeiten mit nur
fiinf etablierten Stammzelllinien der
Maus durchgefiihrt.

In diesem Zusammenhang soll dar-
auf hingewiesen werden, dass es bis heu-
te nur bei drei Sdugern, ndmlich bei
Maus, Affen (Rhesusaffe) und dem Men-
schen gelungen ist,embryonale Stamm-
zellen in Kultur zu nehmen und zu ver-
mehren, das heif3t ES-Zelllinien zu er-
zeugen [4, 5, 6, 7]. Dies zeigt, dass das
Verfahren zur Etablierung dieser
Stammzellen hoch aufwendig ist und
dass weiterhin Forschungsbedarf auf
diesem Gebiet besteht.

EG-Zellen der Maus

Embryonale Keimzellen (EG-Zellen)
werden, im Vergleich zu ES-Zellen, ei-
nem spéteren Entwicklungsstadium der
Maus entnommen (Abb. 1). EG-Zellen
konnen aus den Vorlduferzellen von Ei-
und Samenzellen, den primordialen
Keimzellen (PG-Zellen), gewonnen wer-
den. Letztere lassen sich wiederum aus
den Keimdriisenleisten (Genitalleisten)
neun bis 13 Tage alter Mausembryonen
isolieren und konnen anschliefend in
Kultur genommen werden. Die Etablie-
rung undifferenzierter embryonaler
Keimzelllinien (EG-Zelllinien) aus der
Maus gelang erstmals Anfang der goer-
Jahre [8, 9]. Dieses Verfahren wurde
nicht bewusst als Alternative zur Her-
stellung von ES-Zelllinien entwickelt.
Vielmehr entsprang es der Suche der
Wissenschaftler nach Maoglichkeiten,
Vorlduferzellen der Keimzellen zu kulti-
vieren,um diese leichter untersuchen zu
konnen. EG-Zellen der Maus sind den
ES-Zellen nicht gleichzusetzen. Sie ha-
ben mit ihnen zwar zahlreiche Eigen-
schaften gemein, unterscheiden sich je-
doch auf molekularer Ebene und besit-
zen daher vermutlich ein eingeschrank-

teres Entwicklungspotenzial (siehe Ka-
pitel ,,Eigenschaften von EG-Zellen der
Maus“).

ES- und EG-Zellen der Maus:
Eigenschaften

Totipotenz und Pluripotenz

Totipotente undifferenzierte Zellen sind
Zellen, die in der Lage sind, alle Gewebe
eines sich entwickelnden Organismus zu
bilden, einschlie8lich der Zellen, die
nicht Teil des Embryos sind, wie die Pla-
zenta. Totipotente Zellen besitzen also
die Fdhigkeit, nach Ubertragung in den
Uterus zu einem vollstdndigen Organis-
mus heranzureifen. Diese Zellen sind
nur in frithen Embryonalstadien und in
sehr geringer Anzahl vorhanden. So sind
bei der Maus nur die befruchteten Eizel-
len (Zygoten) und die Zellen des em-
bryonalen Zwei- bis Acht-Zellstadiums
(Blastomere) totipotent. Nach dem Mo-
rula-Stadium verlieren die embryonalen
Zellen infolge der Differenzierungin in-
nere (Innere Zellmasse) und duflere Zel-
len (Trophoblastenzellen) ihre Totipo-
tenz. ES-Zellen sind ,,nur noch® pluripo-
tente Zellen. Sie entstammen der Inne-
ren Zellmasse, die den prospektiven Em-
bryo bildet, aber nicht die zur Entwick-
lung erforderlichen extraembryonalen
Gewebe. ES-Zellen konnen alle Gewebe
des Organismus einschliellich der
Keimzellen bilden, sind aber allein nicht
mehr in der Lage, einen kompletten Or-
ganismus zu generieren. Pluripotent
sind auch die primordialen Keimzellen
(PG-Zellen) und damit die aus ihnen ab-
geleiteten EG-Zelllinien.

Die Pluripotenz von ES-Zelllinien
der Maus ldsst sich mit Hilfe von drei
Experimenten demonstrieren (3,10, 11].
Werden ES-Zellen in die Innere Zellmas-
se von Blastozysten einer Maus iibertra-
gen und diese Blastozysten dann in den
Uterus von Méusen iiberfiihrt, beteili-
gen sich die ES-Zellen an der Bildung al-
ler Gewebe des sich entwickelnden Em-
bryos. Sie sind damit in der Lage, Zellen
aller drei Keimblitter (Ektoderm, End-
oderm, Mesoderm) zu bilden, das heif3t
sich in vivo in alle Zelltypen zu differen-
zieren. Das resultierende Tier trdgt da-
mit in allen Organen neben den Zellen,
die sich aus der Ursprungsblastozyste
entwickelt haben, auch Zellen der iiber-
tragenen ES-Zellen. Das Tier ist also ei-
ne so genannte Chimare.
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Eine zweite Methode zum Nachweis
der Pluripotenz von ES-Zelllinien ist ih-
re Injektion in erwachsene immunsup-
primierte Méduse. Die Injektion der Zel-
len erfolgt unter die Haut oder in die
Nierenkapsel. Sind die Zellen pluripo-
tent, entwickeln sich in den Tieren be-
nigne Tumore, d. h. Teratome. Diese Tu-
more enthalten die unterschiedlichsten
Zelltypen (z.B.neuronale Gewebe, Kno-
chen-Knorpel-Gewebe, Skelettmuskula-
tur etc), was wiederum die Fahigkeit von
ES-Zellen demonstriert, in vivo in die
unterschiedlichsten Zellen differenzie-
ren zu kénnen.

Die Pluripotenz von ES-Zellen zeigt
sich drittens auch in ihrer Féhigkeit, in
der Zellkultur, also in vitro, spontan
oder induziert in spezialisierte Zellty-
pen differenzieren zu konnen. Auf diese
und die zuerst genannte Eigenschaft
wird im Folgenden néher eingegangen.

Eigenschaften von ES-Zellen der Maus

In-vitro-Differenzierungspotenzial
muriner ES-Zellen

Wie bereits erwihnt, besitzen ES-Zell-
linien der Maus die Fihigkeit, sich nahe-
zu unbegrenzt in Zellkultur (in vitro) zu
vermehren und sich dort auch in fast al-
le Zellen des Korpers entwickeln (diffe-
renzieren) zu konnen.

Um in der Zellkultur eine Entwick-
lung in verschiedene Zellen zu induzie-
ren, wird den kultivierten ES-Zellen zu-
nichst der ,,Feeder-Layer” bzw. das LIF
entzogen. Dieses fithrt dazu, dass sich
die Zellen in Form von Zellverbinden
aggregieren und mit einer spontanen
Differenzierung beginnen. Die Zellver-
bande werden auch als ,,Embryoidkor-
per (embryoid-bodies) bezeichnet.
Diese Bezeichnung ist insofern irrefiih-
rend, als Embryoidkorper keine Ver-
wandtschaft zu Embryonen aufweisen
und sich auch nicht in Embryonen wei-
terentwickeln kénnen. In der Regel fithrt
die spontane Ausreifung von ES-Zellen
in der Zellkultur zunichst zu einem Ge-
misch verschiedener Zelltypen. Mit Hil-
fe von Wachstumsfaktoren und Diffe-
renzierungsfaktoren oder genetischen
Selektionsstrategien ist es moglich, aus
diesem Gemisch einzelne Zelltypen an-
zureichern und zu vermehren. In be-
stimmten Fillen (neurale Differenzie-
rungen) konnen ES-Zellen auch ohne
vorherige Aggregation zu Embryoidkér-



Tabelle 1
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In-vitro-Differenzierungen von ES-Zellen der Maus
in definierte Zelltypen. (Nach [3,11])

Zelltyp

Referenz

GefdBsystem/Herz

Endothelzellen

Vaskulare Glatte Muskelzellen

Kardiomyozyten (Herzmuskelzellen)

Blutbildendes System/Lymphsystem

Hamatopoetische Zellen

Lymphoide Vorlauferzellen

Mastzellen

Nervensystem
Astrozyten (Makrogliazellen)
Dendritische Zellen

Neurone

Oligodendrozyten (Makrogliazellen)

Knochen/Muskelsystem
Chondrozyten (Knorpelzellen)
Osteoblasten

Skelettmuskelzellen

Sonstige
Adipozyten (Fettzellen)

Insulin-produzierende Zellen

Keratinozyten

Risau et al. 1988 [45]
Wartenberg et al. 1988 [46]
Yamashita et al 2001 [12]

Drab et al. 1997 [47]
Yamashita et al.2001 [12]

Doetschman et al. 1985 [48]
Maltsev et al. 1993, 1994 [40,41]
Wobus et al. 1991,1997 [39, 49]

Wiles u. Keller 1991 [50]
Schmitt etal. 1991 [51]
Nakano et al. 1996 [52]
Nishikama et al. 1998 [53]

Potocnik et al. 1994 [54]
Tsai et al. 2000 [55]

Fraichard et al. 1995 [56]
Fairchild et al.2000 [57]

Bain et al. 1995 [58]
Striibing et al. 1995 [59]
Dinsmore et al. 1996 [31]
Lee et al.2000[13]
Rolletschek et al [14]

Briistle et al. 1999 [29]
Liu et al. 2000 [60]

Kramer et al.2000 [61]
Buttery et al.2001 [62]
Rohwedel et al. 1994 [63]

Dani et al. 1997 [64]

Soria et al.2000 [32]
Lumelsky et al.2001 [15]

Bagutti et al. 1996 [65]
Yamashita et al.2001 [12]

pern in der Zellkultur effizient in ver-
schiedene Korperzellen entwickelt wer-
den [3,10,11].

Durch diese Manipulation der
Wachstumsbedingungen kultivierter
muriner ES-Zellen ist in den vergange-
nen Jahren die Differenzierung von ES-
Zellen der Maus in eine Reihe von Zellen
gelungen (Tabelle 1). Hierzu zdhlen z. B.

Herzmuskelzellen, Skelettmuskelzellen,
Nerven- und Gliazellen, Epithelzellen,
Fettzellen, blutbildende (hdamatopoeti-
sche) Zellen, Insulin-bildende Zellen, En-
dothelzellen, vaskulire glatte Muskelzel-
len, Knorpelzellen, dendritische Zellen,
Mastzellen und Osteoblasten.

Ein besonders eindrucksvolles Bei-
spiel fiir das Differenzierungspotenzial
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von ES-Zellen wurde unldngst von der
Arbeitsgruppe um Shin-Ichi Nishikawa
demonstriert [12]. Ihr gelang es, ES-Zel-
len der Maus in vitro iiber Zwischenstu-
fen (sog. Vorlduferzellen) in Endothel-
zellen und andere Gefifizellen zu diffe-
renzieren und diese Zellen in der Kultur
zur Ausbildung vaskuldrer Strukturen
(Blutgefifle) zu veranlassen. In diesen
Strukturen wurden zudem erste Blutzel-
len ausgebildet. Diese Ergebnisse zeigen,
dass ES-Zellen nicht nur in verschiedene
Zelltypen differenzieren kénnen, son-
dern die resultierenden Zellen auch in
der Lage sind, sich in der Zellkultur
spontan zu Geweben zu organisieren.
Unlédngst ist es auch gelungen, ES-
Zellen der Maus den komplexen, in
mehreren Schritten ablaufenden Prozess
der Bildung von Neuronen, die den Neu-
rotransmitter Dopamin (dopaminerge
Neuronen) abgeben, in der Zellkultur
durchlaufen zu lassen [13, 14]. Funktio-
nelle Analysen zeigten, dass diese Zellen
tatsichlich wie natiirliche Neuronen
reagieren: sie weisen ein elektrisches Po-
tenzial auf und reagieren auf die Zugabe
von Kaliumionen mit der vermehrten
Ausschiittung von Dopamin.

~ES-Zellen besitzen die Fdhig-
keit, in eine Vielzahl spezialisier-
ter Korperzellen differenzieren
zu koénnen.”

Auch gelang es kiirzlich, ES-Zellen {iber
mehrere Zwischenschritte in Inselzellen
der Bauchspeicheldriise zu differenzie-
ren [15]. Diese Zellen reagierten auf Zu-
gabe von Glukose in das Medium in do-
sisabhédngiger Weise mit der Produktion
von Insulin. Auch zeigen sie die gleichen
Reaktionen wie natiirliche Inselzellen
auf Pharmaka: Agonisten der Insulin-
produktion stimulierten die Insulinaus-
schiittung, Antagonisten hemmten sie.
Die drei zuletzt genannten Beispie-
le machen deutlich, dass es heute mog-
lich ist,aus ES-Zellen der Maus Zellen zu
differenzieren, die in ihren funktionel-
len Eigenschaften den korrespondieren-
den, spezialisierten Korperzellen ent-
sprechen. Diese Beispiele zeigen auch,
dass ES-Zellen wihrend ihrer In-vitro-
Differenzierung in einem zeitlich kon-
trollierten Muster gewebespezifische
Gene sowie Proteine exprimieren und
sich tiber definierte zelluldre Zwischen-
stufen (Vorlduferzellen) in die ausdiffe-



renzierten Zellen entwickeln. ES-Zellen
der Maus rekapitulieren in der Zellkul-
tur also weitgehend das natiirliche Ent-
wicklungsprogramm eines Zelltyps im
Organismus.

Diese Ergebnisse sind vielverspre-
chend. Abschlieflend sei allerdings dar-
auf hingewiesen, dass bis heute die den
Differenzierungen in definierte Zellty-
pen zu Grunde liegenden molekularen
Mechanismen in keinem Fall eindeutig
geklart sind. Das Wissen hieriiber ist je-
doch Voraussetzung, um in Zukunft Dif-
ferenzierungsprozesse sehr gezielt steu-
ern zu konnen. Murine ES-Zellen bieten
hier ein gutes Modellsystem.

In-vivo-Differenzierungspotenzial
muriner ES-Zellen

Auch in vivo, das heifit im Organismus,
kénnen murine ES-Zellen Kérperzellen
aller drei Keimblitter (Ektoderm, End-
oderm, Mesoderm) bilden: Ubertrigt
man ES-Zellen in frithe Embryonen der
Maus (Blastozysten), nehmen sie an der
Embryonalentwicklung teil und bilden
Zellen aller Gewebe, einschlieflich der
Keimzellen. Diese Eigenschaft der ES-
Zellen hat man sich in der Grundlagen-
forschung zu Nutze gemacht. So ist es
z. B. moglich, in kultivierten ES-Zellen
definierte Gene zu inaktivieren. Werden
diese verdnderten ES-Zellen anschlie-
Bend in die Blastozyste einer Maus ein-
gebracht und diese wiederum in den
Uterus eines Tieres zur Weiterentwick-
lung iibertragen, ldsst sich die Funktion
des inaktivierten Genes fiir die Embryo-
nalentwicklung oder fiir ein Krankheits-
geschehen sehr gut studieren: Die resul-
tierenden Miuse (,,Knock-out“-Miuse)
werden Verdnderungen in definierten
Organen tragen, die wiederum Riick-
schliisse auf die Funktion des inaktivier-
ten Genes zulassen. Im Kapitel ,,In-vivo-
Analyse embryonaler Entwicklungsvor-
gange und Krankheitsprozesse“ werden
zwei diesbeziigliche Beispiele naher vor-
gestellt.

Molekulare Eigenschaften muriner
ES-Zellen

Weitere wichtige Merkmale von ES-Zel-
len finden sich auf molekularer Ebene.
ES-Zellen exprimieren z. B. das so ge-
nannte Oct-4-Gen. Die Expression dieses
Genes, das heifdt die Anwesenheit des
korrespondierenden Oct-4-Proteins in

den Zellen, ist ein Marker fiir den undif-
ferenzierten und toti- bzw. pluripotenten
Zustand von Zellen. Das Protein findet
sich sowohl in der Mauszygote als auch
in der Inneren Zellmasse des Blastozys-
ten sowie in den kultivierten ES-Zelllini-
en. Es wird nicht in den Trophoblastzel-
len von Blastozysten oder in anderen dif-
ferenzierten Zellen exprimiert [16].

Das Oct-4-Protein ist ein Transkrip-
tionsfaktor, also ein Protein, das an DNA
bindet und verschiedene Gene aktivie-
ren oder inaktivieren kann. Bis heute
sind etwa acht Gene bekannt, die durch
Oct-4 reguliert werden. Durch die An-
wesenheit des Oct-4-Proteins und sei-
nen Einfluss auf diese Gene wird be-
wirkt, dass die ES-Zellen in einem un-
differenzierten Zustand verbleiben.
Wird Oct-4 in ES-Zellen nicht mehr ex-
primiert oder aber iiberexprimiert, dif-
ferenzieren diese sofort. Die balancierte
Expression des Proteins ist also uner-
lasslich fiir die Aufrechterhaltung des
pluripotenten und undifferenzierten
Zustandes von ES-Zelllinien der Maus.

Zusitzlich kennt man auf moleku-
larer Ebene inzwischen eine Reihe wei-
terer Marker auf der Oberfldche von ES-
und EG-Zellen der Maus, die sie als un-
differenzierte Zellen kennzeichnen.
Hierzu zdhlt das Oberflichenantigen
SSEA-1 (stadienspezifisches embryona-
les Antigen) sowie das Enzym alkalische
Phosphatase. Es hat sich gezeigt, dass
sich murine ES-Zellen in Hinblick auf
die Expression von Oberflichenantige-
nen von ES-Zelllinien anderer Herkunft
(Affe, Mensch) unterscheiden. ES-Zellen
der Maus exprimieren Antigen-Epitope,
die sich in humanen Zellen nicht finden
und umgekehrt.

Weiterhin zeigen ES-Zellen der
Maus eine hohe Telomeraseaktivitit. In
differenzierten Zellen verkiirzen sich die
Enden der Chromosomen (Telomere)
mit jeder Zellteilung, was zur Folge hat,
dass die Zellen nur eine begrenzte Le-
bensdauer besitzen. Das Enzym Telome-
rase wirkt dieser Verkiirzung entgegen,
das heif3t, eine hohe Telomeraseaktivitit
verzogert die Alterung der Zellen und
erlaubt es ihnen, zahlreiche Zellteilun-
gen zu durchlaufen. Auch zeigen ES-Zel-
len einen ungewdhnlichen Zellzyklus.
Anders als differenzierte Zellen befin-
den sie sich iiberwiegend in der so ge-
nannten S-Phase des Zellzyklus und be-
notigen keinen externen Stimulus, um
die Vermehrung (Replikation) ihrer
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DNA und somit die Zellteilung zu initi-
ieren. Ungewohnlich ist auch, dass in ES-
Zellen keine Inaktivierung des X-Chro-
mosoms erfolgt. In differenzierten so-
matischen Zellen weiblicher Sduger
wird stets eines der beiden vorliegenden
X-Chromosomen permanent inakti-
viert.In ES-Zellen sind beide funktions-
fahig. Die Ursache hierfiir ist unbekannt.

Eigenschaften von EG-Zellen der Maus

EG-Zellen der Maus verfiigen in dhnli-
cher Weise wie ES-Zellen iiber ein hohes
Proliferations- und Entwicklungspoten-
zial. In der Zellkultur differenzieren EG-
Zellen wie ES-Zellen in eine Vielzahl
spezialisierter Zelltypen [17]. Sie expri-
mieren auch die oben genannten Mar-
kergene Oct-4 und die erwdhnten Ober-
flachenproteine und sind damit als un-
differenzierte, pluripotente Stammzel-
len gekennzeichnet.

Dennoch bestehen Unterschiede in
der Genregulation und daraus abgelei-
tet im In-vivo-Entwicklungspotenzial
dieser Stammzellen. Neuere Arbeiten
lassen daher Zweifel aufkommen, dass
EG-Zellen und ES-Zellen gleichwertig
sind. Wahrend der Embryonalentwick-
lung eines Organismus werden im Ver-
laufe der Keimzellbildung einzelne Ge-
ne gemdf3 ihres elterlichen Ursprunges
(viterliche oder miitterliche Gene) se-
lektiv inaktiviert, ein Prozess, der Im-
printing genannt wird. Das Imprinting
ist in primordialen Keimzellen und da-
mit auch in EG-Zelllinien aufgehoben.
Bei Verwendung derartiger ,,Imprint-
freier EG-Zellen, z. B. zur Erzeugung
von chiméren Mdusen, kann es wahrend
ihrer Differenzierung im Organismus zu
Stérungen kommen: Die von den EG-
Zellen abstammenden Gewebe dieser
Tiere entwickelten sich nicht normal, die
Embryonen waren gréf3er und zeigten
Skelettanomalien. EG-Zellen der Maus
zeigen also im Vergleich zu ES-Zellen
der Maus in vivo ein eingeschridnktes
Entwicklungspotenzial [18, 19, 20].

Derzeit ldsst sich auch noch keine
Aussage dariiber machen, ob murine
EG-Zellen, die in der Kultur in spezielle
Gewebe differenziert wurden, wie diffe-
renzierte ES-Zellen, in die Maus iiber-
tragen und dort zur Geweberegenerati-
on eingesetzt werden konnen. Diesbe-
ziigliche tierexperimentelle Untersu-
chungen stehen noch aus. Es kann also
gegenwdrtig nicht eingeschitzt werden,



ob und inwieweit sich der Imprinting-
status muriner EG-Zellen auf ihre Diffe-
renzierungsfahigkeit und auf das Ver-
halten der aus ihnen hervorgehenden
somatischen Zellen im Organismus
nach Transplantation auswirkt. Die fol-
genden Ausfithrungen konzentrieren
sich daher auf die Darstellung der mit
ES-Zellen der Maus gewonnenen tierex-
perimentellen Ergebnisse.

Anwendung und Einsatz
von ES-Zellen der Maus

In-vivo-Analyse embryonaler
Entwicklungsvorgdnge
und Krankheitsprozesse

Wie bereits oben angemerkt, ist es mog-
lich, ES-Zelllinien der Maus in der Zell-
kultur mit Hilfe der Technologie des
»Gene targeting“ [21] genetisch zu ver-
dndern: Durch homologe Rekombinati-
on werden definierte Gene in den ES-
Zellen gezielt inaktiviert. Nach Injekti-
on dieser genetisch verdnderten ES-Zel-
len in Empfinger-Blastozysten von
Maiusen konnen sie in die Innere Zell-
masse (ICM) integrieren und im Verlauf
der Embryonalentwicklung verschiede-
ne Gewebe des Organismus bilden. Die
resultierenden Méduse werden dann in
ihren Organen Zellen tragen, die das ge-
zielt inaktivierte Gen nicht mehr expri-
mieren und es kann dementsprechend
in diesen Tieren (Knock-out-Miuse) zu
embryonalen Fehlentwicklungen und/
oder zu Fehlfunktionen bestimmter Or-
gane kommen. Die beobachteten Funk-
tionsverluste (,,loss of function“) lassen
wiederum Riickschliisse auf die Funkti-
on des untersuchten Genes fiir die Em-
bryonalentwicklung oder fiir die Aus-
pragung einer Krankheit zu.

»~Mit Hilfe von ES-Zellen lassen
sich komplexe Entwicklungs-
vorgdnge und Krankheitspro-

zesse studieren.”

Beispiele aus dem Bereich der Entwick-
lungsbiologie bzw. der biomedizini-
schen Forschung sind Méuse, die iber
ES-Zellen eingefiihrte Defekte z. B. in
den so genannten Pax-Genen oder dem
Prionprotein-Gen tragen.,,Knock-out®-
Miuse, in denen Mitglieder der Pax-
Genfamilie inaktiviert wurden, machen
deutlich, dass diese Gene an der Muster-
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bildung im Nervensystem der Wirbeltie-
re beteiligt sind. Zu dieser Familie geho-
ren neun Gene (Pax1 - Pax 9). Pax-Gene
kodieren fiir Transkriptionsfaktoren, die
unmittelbar an die DNA binden und so-
mit die Expression weiterer Gene regu-
lieren. Durch gezielte Mutationen in ein-
zelnen oder mehreren Pax-Genen
kommt es zu Stoérungen in der Ausbil-
dung und Organisation des Vorderhirns
(bei Inaktivierung von Pax 6), des
Riickenmarks (bei Inaktivierung von
Pax 3, Pax 7) oder zu einer fehlerhaften
Organisation der Grenze zwischen Mit-
tel- und Rautenhirn (bei Inaktivierung
von Pax 2, Pax 5, Pax 8). Die Analyse der
Knock-out-Tiere hat somit gezeigt, dass
Pax-Proteine essentiell fiir die Koordi-
nation der frithen embryonalen Muster-
bildung entlang der sich entwickelnden
Neuralachse sind. Mutationen in diesen
Genen fithren zu Fehlentwicklungen
(z.B.[22]).

An Knock-out-Méusen, die Muta-
tionen in dem Gen tragen, das fiir das
Prionprotein kodiert, konnte die Rolle
dieses Proteins fiir die Ausprigung
tibertragbarer spongiformer Enzephal-
opathien (TSE, Prionenerkrankungen)
studiert werden. Nach der ,,Protein-
only“-Hypothese induziert ein infekti-
ses Prionprotein im normalen zellulédren
Prionprotein eine Konformationsdnde-
rung, wodurch Letzteres ebenfalls infek-
tiose und pathogene Eigenschaften er-
langt. Nach Inaktivierung des zelluldren,
normalen Priongens mit Hilfe der ho-
mologen Rekombination in ES-Zellen
sind die resultierenden Knock-out-
Miuse resistent gegeniiber einer Infekti-
on mit dem pathogenen Agens. Ursache
hierfiir ist die fehlende Expression des
normalen, zelluldren Prionproteins in
den Tieren. Es liegt also kein Protein vor,
das in eine pathogene Form umgewan-
delt werden kann. Nach Transplantation
embryonalen Hirngewebes normaler
Maéuse, die das zelluldre Prionprotein ex-
primieren, in das Gehirn der Knock-
out-Tiere zeigt das iibertragene Gewebe
eine Anfilligkeit gegeniiber dem infek-
tiosen Prionprotein. Die Erzeugung und
Analyse der Knock-out-Méuse erlaubte
somit Einblicke in den Pathogenitétsme-
chanismus, der den Prionerkrankungen
zu Grunde liegt [23].

Mittlerweile liegen mehrere hun-
dert Knock-out-Mausstimme mit De-
fekten in definierten Genen vor. Die
Analyse dieser Tiere hat unser Wissen
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iiber die embryonalen Entwicklungs-
prozesse bei Sdugern sowie iiber die Be-
teiligung von Genen an bestimmten
Krankheitsprozessen erheblich erwei-
tert. Knock-out-Mduse sind unerldssli-
che Modellsysteme fiir die Grundlagen-
forschung und biomedizinische For-
schung.

In-vitro-Analyse embryonaler
Entwicklungsvorgange
und Krankheitsprozesse

ES-Zellen, in denen ein bestimmtes Gen
nach homologer Rekombination inakti-
viert wurde, kénnen in ihrer Differenzie-
rungsfihigkeit auch in vitro untersucht
werden. Diese Strategie ist dann eine ge-
eignete Alternative zu den oben darge-
legten Experimenten mit Knock-out-
Miusen, wenn die Inaktivierung der
Genfunktion in den ES-Zellen zu gravie-
renden Storungen der Embryonalent-
wicklung fithrt und die resultierenden
Embryonen daher in einem sehr frithen
Entwicklungsstadium absterben wiir-
den. Dies ist z. B. bei einer Mutation im
Gen, das fiir das Protein f3,-Integrin ko-
diert, der Fall. Integrine vermitteln die
Interaktion von Zellen mit extrazelluld-
ren Matrixproteinen, und ihr Verlust
fithrt zum Absterben der Embryonen
kurz nach der Implantation, das heifit,
man kann in diesen Tieren die genaue
Auswirkung der Inaktivierung des Ge-
nes mit herkdmmlichen Methoden nicht
studieren [24].

Inaktiviert man nun das {,-Inte-
grin-Gen in ES-Zellen der Maus und dif-
ferenziert diese Zellen anschlieflend in
vitro in Herz-, Skelettmuskel- und Ner-
venzellen, kann man den Einfluss dieser
Mutation auf das normale Entwick-
lungsprogramm der Zellen analysieren.
Es zeigte sich, dass das Fehlen des f3,-In-
tegrins in den ES-Zellen zur Folge hatte,
dass das Programm der kardiogenen,
myogenen und neuronalen Entwicklung
gestort ist [25, 26]. Im Hinblick auf die
Herzzelldifferenzierung bedeutete dies:
Wihrend ES-Zellen, die ein funktions-
fahiges 31-Integrin tragen, in ca. 50%
Ventrikelzellen, 40% atriale Zellen und
10% Schrittmacherzellen differenzier-
ten, war in den Mutantenzellen der Be-
ginn der Herzzellentwicklung verzogert,
und ventrikuldre und atriale Zellen wur-
den nur voriibergehend und in geringer
Anzahl nachgewiesen. Dagegen wurden
in terminalen Entwicklungsstadien



Tabelle 2

Transplantationen von somatischen Zellen, die aus ES-Zellen der Maus
differenziert wurden, in Tiermodelle (Maus oder Ratte)

Zelltyp

Transplantation in

Referenz

Kardiomyozyten
Mause

GABAerge Neuronen

Ventrikuldres Myokard dystrophischer

Striatium der Ratte

Klug et al. 1996 [28]

Dinsmore et al. 1996 [31]

(Chorea-Huntington-Modell)

Neuronale Vorlauferzellen

Neuronale Vorlauferzellen

Telencephalon der Ratte

Intraventrikuldr in Myelin-defiziente
Ratten (Embryonen)

Briistle et al. 1997 [66]
Briistle et al. 1999 [29]

(Pelizaus-Merzbacher-Modell)

Neuronale Zellen

Insulin-produzierende Zellen
(Diabetes-Modell)

Herzzellen mit defektem Sarkomerap-
parat und atypischen Schrittmacherak-
tionspotenzialen gefunden [25, 27].
Auch diese Experimente zeigen,
dass bereits mit der Untersuchung von
in Kultur gehaltenen ES-Zellen komple-
xe Fragen zur Differenzierung von Zel-
len und der daran mafigeblich beteilig-
ten Gene bearbeitet werden kdnnen.

Einsatz zur Ermittlung
des therapeutischen Potenzials
differenzierter Stammzellen

Pluripotenz und nahezu unbegrenzte
Vermehrbarkeit der Maus-ES-Zellen
machen diese Zellen zu einer idealen
Quelle fiir Zell- und Gewebeersatz. Am
Modell muriner ES-Zelllinien ist daher
in den letzten Jahren die Frage unter-
sucht worden, ob sich ES-Zellen, die in
der Zellkultur differenziert werden, the-
rapeutisch einsetzen lassen.

In Versuchen an Tiermodellen
konnte gezeigt werden, dass ES-Zellen
tatsdchlich eine realistische Moglichkeit
fiir Zellersatztherapien bieten kénnen
(Tabelle 2). Bereits 1996 wurden aus ES-
Zellen differenzierte Herzmuskelzellen
(Kardiomyozyten) in die Herzkammer
von Miusen transplantiert, wo sie inte-
grierten und noch nach sieben Wochen
nachweisbar waren [28]. Weiterhin wur-
de die Bildung von Myelinscheiden in
Myelin-defekten Ratten (Pelizdus-Merz-
bacher Krankheit) demonstriert [29]
und iiber die Wiederherstellung der mo-
torischen Beweglichkeit von quer-
schnittsgeldhmten Ratten nach Trans-

Milz Streptozotocin-behandelter Mause

Ratten mit durchgetrenntem Riickenmark McDonald et al. 1999 [30]

Soria et al.2000 [32]

plantation von aus murinen ES-Zellen
differenzierten Neuronen berichtet [30].
Auch wird intensiv daran gearbeitet, mit
Hilfe dopaminerger [13] oder GABAer-
ger Nervenzellen [31], die von ES-Zellen
der Maus abgeleitet sind, therapeutische
Ansitze zur Behandlung der Parkinson-
Krankheit bzw. der Chorea Huntington
zu entwickeln. In weiteren Arbeiten ge-
lang die Differenzierung muriner ES-
Zellen zu Insulin-bildenden Zellen [14,
32] und ihre Transplantation in diabeti-
sche Mausmodelle [32].

Die an Tiermodellen erhobenen Be-
funde machen deutlich, dass in der Ver-
wendung von ES-Zellen als Zell- und
Gewebeersatz ein grofles therapeuti-
sches Potenzial liegt. Die Frage aller-
dings, ob sich auch aus humanen ES-
Zellen in dhnlicher Weise spezifische
Spenderzellen gewinnen lassen und in-
wieweit diese nach Transplantation die
Funktion defekter Organe oder Gewebe
wiederherstellen konnen, ldsst sich ge-
genwirtig noch nicht eindeutig beant-
worten. In verschiedenen Laboratorien
im Ausland sind daher Forschungsar-
beiten an humanen Zelllinien initiiert
worden. Hier wird z. B. versucht, stan-
dardisierte und praktikable Differenzie-
rungsverfahren zur Gewinnung ausrei-
chender Mengen einer homogenen Po-
pulation der differenzierten Zellen zu
etablieren sowie die Faktoren zu ermit-
teln, die die gerichtete Differenzierung
in definierte Zelltypen und ihre Selekti-
on erlauben. Diese Arbeiten werden
durchgefiihrt, weil Kontaminationen der
differenzierten Zellen mit unreifen em-
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bryonalen Zellen nach Transplantation
in den Organismus zur Bildung von
Fremdgeweben oder Tumoren (sog. Ter-
atome oder Teratokarzinome, siehe
oben) fithren konnen [33]. Ein weiteres
Problem ist die Gewebeunvertriglich-
keit zwischen den differenzierten ES-
Zellen und einem spezifischen Empfin-
gerorganismus. Hier werden sich Wis-
senschaftler damit befassen, Strategien
zu entwickeln, um die immunologischen
Barrieren zu iiberwinden.

Einsatz fiir toxikologische und
pharmakologische Untersuchungen

Bereits seit mehreren Jahren gibt es Be-
strebungen, undifferenzierte embryona-
le Zellen in vitro zum Nachweis zytoto-
xischer, embryotoxischer, teratogener
(Fehlbildung verursachender), mutage-
ner (erbgutschddigender) und kanzero-
gener (krebserregender) Substanzen
einzusetzen [34, 35, 36]. In diesem Zu-
sammenhang ist die Etablierung des
embryonalen Stammzelltests zu nennen
[37,38]. Maus-ES-Zellen wurden bereits
in einer EU-Validierungsstudie zum
Nachweis embryotoxischer Verbindun-
gen eingesetzt. Mit Hilfe statistischer
Verfahren wurde ein Prediktionsmodell
entwickelt, das eine grofle Ubereinstim-
mung zwischen den In-vitro-Daten des
ES-Zelltests und den am Versuchstier in
vivo gewonnenen Befunden ergab. Der
ES-Zelltest erlaubte eine Einteilung der
Testchemikalien in drei Klassen, ,,nicht
embryotoxisch® ,,schwach embryoto-
xisch® und ,,stark embryotoxisch® Die
Weiterentwicklung des Stammzelltests
konnte die Grundlage fiir die Entwick-
lung von Screeningprogrammen fiir em-
bryotoxische/teratogene Substanzen mit
humanen ES-/EG-Zelllinien in vitro le-
gen und damit umfangreiche Tierversu-
che in der Embryotoxikologie ersetzen.

,ES-Zellen der Maus wurden
bereits zum Nachweis
embryotoxischer Substanzen
eingesetzt.”

Auch die Wirkungen von Pharmaka las-
sen sich direkt an ES-Zellen analysieren.
So reagieren aus ES-Zellen der Maus dif-
ferenzierte Kardiomyozyten in gleicher
Weise wie Zellen aus dem Organismus
auf herzaktive Pharmaka: Durch Zugabe
von kardiotropen Wirkstoffen, wie 3-



Tabelle 3

Leitthema: Stammzellen

Vergleich der Eigenschaften von embryonalen Stammzelllinien (ES-Zelllinien)

der Maus und des Menschen. (Nach [6, 44])

Eigenschaften

Murine ES-Zellen

Humane ES-Zellen

Verhalten in der Zellkultur (in vitro)

Potenzial zu nahezu unbegrenzter Ja
Proliferation ohne Verlust des
undifferenzierten Zustandes

Wachstumseigenschaften

Runde, mehrschichtige,
kompakte Kolonien.
Konnen EB bilden

Wahrscheinlich

Flache, lockere
Zellaggregate.
Konnen EB bilden

Differenzierungspotenzial in Zellen aller Ja Ja
drei Keimblatter
Feeder-Layer Abhangigkeit Ja/oder LIF bzw. Ja

andere IL-6 Zytokine

Faktoren, die die Proliferation regulieren

Stabiler euploider Karyotyp Ja
Verhalten in vivo
Differenzierungspotential in alle drei Ja

Keimblatter, d. h. Chimarenbildung nach
Ubertragung in Blastozysten

Keimbahntransmission Ja
Teratombildung im Mausmodell Ja
Markerproteine

SSEA-1 Ja
SSEA-3 Nein
SSEA-4 Nein
TRA-1-60 Nein
TRA-1-81 Nein
Alkalische Phosphatase Ja
Sonstiges

Kurze G1-Phase des Zellzyklus Ja
Hohes Kern-Zytoplasmaverhaltnis Ja

LIF oder andere IL-6 Zytokine Feeder-Layer + Serum;

Feeder-Layer + Serum-
freies Medium + bFGF

Ja

Unbekannt

Unbekannt

Ja

Nein
Ja
Ja
Ja
Ja

Ja

Unbekannt

Ja

ES Embryonale Stammzellen; SSEA Stage specific embryonic antigen (stadiumspezifisches embryonales
Antigen); TRA Tumor rejection antigen-1; LIF Leukemia inhibitory factor (Leukdmie inhibierender Fak-
tor); bFGF Basic fibroblast growth factor (Fibroblasten-Wachstumsfaktor); EB Embryoid body (Embryoid-

Korper); IL-6 Interleukin 6.

Adrenozeptor-Agonisten oder dem
Ca>*-Kanal-Offner BayK8644 einerseits,
oder Ca**-Kanal-Blockern und musca-
rinen Acetylcholinrezeptor-Agonisten
andererseits, werden positiv chronotro-
pe bzw. negativ chronotrope Reaktionen
ausgelost [39, 40, 41, 42, 43]. Daraus kann
abgeleitet werden, dass die Aktivitét von
herzzellspezifischen Rezeptoren sowie
die zu Grunde liegenden intrazelluldren

Signalwege in aus ES-Zellen differen-
zierten Kardiomyozyten in gleicher Wei-
se reguliert werden wie in Zellen, die
sich im lebenden Organismus entwickelt
haben.

Die beispielhaft dargestellten, an
murinen ES-Zellen erhobenen Befunde
zeigen, dass sich ES-Zellen fiir pharma-
kologische und toxikologische Untersu-
chungen eignen konnen.
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Unterschied zwischen ES-Zellen
der Maus und des Menschen

Untersuchungen im Ausland haben ge-
zeigt, dass sich die z. Z. vorliegenden ES-
Zelllinien des Menschen in einigen Ei-
genschaften von den vorhandenen ES-
Zelllinien der Maus unterscheiden [44].
In Tabelle 3 sind diese Unterschiede auf-
gefiihrt. Sie zeigen, dass murine und hu-
mane ES-Zellen sich sowohl in ihrem
Verhalten in der Zellkultur als auch auf
molekularer Ebene unterscheiden.
Humane ES-Zellen kénnen z. B. nur
in Anwesenheit von ,,Feeder-Layern ih-
ren undifferenzierten Zustand in der
Zellkultur bewahren. Anders als murine
ES-Zellen ldsst sich dieser ,,Feeder Layer
nicht durch Differenzierungshemmfak-
toren (Zytokine der Interleukin-6-Fami-
lie, wie z. B. LIF) ersetzen, da die huma-
nen Zellen auf diese nicht reagieren. Die
Griinde hierfiir sind unbekannt. Zudem
exprimieren murine ES-Zellen Gene, die
in ES-Zellen des Menschen offenbar nicht
aktiv sind und umgekehrt. So findet sich
zwar in den Zellen der Maus, nicht aber
in den menschlichen ES-Zellen, das fiir
den undifferenzierten Zustand charakte-
ristische stadienspezifische embryonale
Antigen-Epitop SSEA-1. Umgekehrt ex-
primieren die humanen Zellen die Anti-
gene SSEA-3 und SSEA-4, die wiederum
in den ES-Zellen der Maus fehlen [6, 7].
Auch andere Proteine, die als Marker fiir
den undifferenzierten Zustand embryo-
naler Stammzellen gelten, finden sich nur
in menschlichen aber nicht in murinen
ES-Zellen (z.B.TRA1-60, TRA1-81). Hin-
gegen werden der Transkriptionsfaktor
Oct-4 und das Enzym alkalische Phos-
phatase in beiden Zelltypen exprimiert.
Bisher lassen sich diese Unterschiede
zwischen ES-Zellen des Menschen und
der Maus nur beschreiben, aber nicht er-
klaren. Die biologische Bedeutung dieser
Unterschiede ist noch unklar. Sie kénnten
jedoch die Ursache fiir das unterschiedli-
che Wachstumsverhalten der Zellen sein:
Undifferenzierte humane ES-Zellen ten-
dieren dazu,in der Zellkultur in relativ fla-
chen,lockeren Zellverbinden (Kolonien)
zuwachsen, wihrend ES-Zellen der Maus
eher kompakte, aus mehreren Zelllagen
bestehende Kolonien bilden. Die moleku-
laren und morphologischen Unterschie-
de kénnen aber auch bedeuten, dass sich
die etablierten humanen und murinen
ES-Zelllinien in unterschiedlichen Ent-
wicklungsstadien befinden.



Fazit

Die Arbeit mit ES-Zellen der Maus hat uns
zahlreiche Erkenntnisse iiber die grundle-
genden Eigenschaften und das Potenzial
embryonaler Stammzellen gebracht. Wir
wissen heute, dass diese Zellen sowohl in
der Grundlagenforschung als auch in der
medizinischen Forschung zur Aufklarung
komplizierter Entwicklungsvorgange und
zur Aufklarung von Krankheitsprozessen
unersetzliche Werkzeuge darstellen. Zu-
dem hat der Umgang mit ihnen gezeigt,
dass embryonalen Stammzellen ein gro-
Bes therapeutisches Potenzial innewohnt
und sie auch zu analytischen Zwecken ein-
gesetzt werden konnen. Viele Erkenntnis-
se, die an ES-Zellen der Maus gewonnen
wurden und werden, lassen sich mit
Sicherheit auch auf menschliche ES-Zellen
libertragen. Doch bleiben die bereits
beschriebenen Unterschiede zwischen die-
sen Zellen zu bedenken. Diese Unterschie-
de legen die Vermutung nahe, dass nicht
alle Fragen zu Eigenschaften und Verhal-
tensweisen humaner ES-Zellen am Modell-
system der murinen Zellen analysiert wer-
den konnen.Vor allem in Australien, Israel
und den USA werden daher Untersuchun-
gen direkt an etablierten Zelllinien
menschlicher embryonaler Stammzellen
vorgenommen, um die Moglichkeiten und
Grenzen fiir ihren therapeutischen Einsatz
zu ermitteln.
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