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1 Aufgabenstellung

Ziel des Vorhabens war die Entwicklung eines gekoppelten in vitro/ in vivo Tiermodells,
das den Bedurfnissen/ Herausforderungen der Stammzell- und Tumorforschung gerecht
wird. Dieses Modell soll weniger geeignete, auf genetische Forschung ausgerichtete
Tiermodelle, wie den Zebrafisch oder die Maus, erganzen. Grundlage des Modells sind
gynogenetisch gezeugte Klonpopulationen des Goldfischs, die fortgesetzt (genetisch
uniform) kultivierbar sind. Die Isolierung von PTR-SCs (Pluripotent Tissue Regenerating
Stem Cells, PTR-SCs) und Stammzell regulierender Rodletzellen aus ,Individuen®
dieser Klone und deren genetische Transformation zur Expression des grun-
fluoreszierenden Proteins (GFP) soll die methodische Grundlage zur Entwicklung von
Techniken der autologen regenerativen Medizin und der Tumorforschung werden. Das
Modell bietet die Mdglichkeit der extrakorporalen Expansion von Stammzellen, die in
vitro Modifikation der Zellen und nachfolgende (quasi autologe) Implantation dieser
Zellen sowohl in adulte also auch in juvenile ,Individuen“ des Klones. Die Entwicklung
der implantierten Zellen im Empfangerorganismus soll anhand der GFP-Expression
nachvollziehbar gemacht werden. Eine Uber die Grundlagenforschung hinausgehende
Anwendung ist der Einsatz des Modells in der Toxikologie und der Pharmaforschung.
Das Modell hat ein hohes Potential zur Reduktion von Tierversuchen. Die Relevanz von
in vitro erfassten toxikologischen Endpunkten kann einer direkten Uberprifung im
organismischen Modell unterzogen werden. Dadurch wird die Voraussagekraft des in
vitro Systems deutlich erhdht. Die Moglichkeit der Trennung von Exposition (in vitro)
und Risiko-, Effektanalyse in vivo erdffnet der Antragstellerin Zugang zu finanzstarken
Markten wie z.B. der Kosmetikindustrie. In mehrstufigen Verfahren der (6ko)
toxikologischen Bewertung sollen die transgenen Zellkultursysteme als Screening-Test-
Kits im Bereich der Produktsicherheit eingesetzt werden. Bei kritischen Produkten
besteht die Option des Outsourcing der weitergehenden Analyse der Eigenschaften
exponierter Zellen im in vivo Modell. Der Losungsansatz beinhaltet die Erarbeitung der
folgenden anspruchsvollen F&E-Inhalte:
e Etablierung eines Wirbeltierklons (Goldfisch-Klons) mittels Gynogenese
Molekularbiologische Charakterisierung der Klone zur Qualitatssicherung
Isolierung und extrakorporale Proliferation adulter pluripotenter Stammzellen
Spezifische eGFP-Markierung von Stammzelllinien aus Wirbeltierklonen
Optimierung der Kultivierung adulter pluripotenter gewebsregenerierender
Stammzellen (Pluripotent Tissue Regenerating Stem Cells, PTR-SCs) Erfassung der
Normalentwicklung
e Screening von Oberflachenmarkern fir die gezielte Isolierung und Reinigung von
Rodletzellen
e Optimierung der Isolierung von stammzellkonditionierenden Immunzellen
(Rodletzellen)
e Cokultivierung der PTR-SCs mit Rodletzellen
e Untersuchung der Expressionsmuster der Stammzellen nach Kontakt mit
Rodletzellen/ Rodletzellfraktionen (auch in Transspeziesstudien)
¢ Identifikation morphogenetisch aktiver Sekretionsprodukte
e Techniken der Implantation von extrakorporal manipulierten Zellen in genetisch
identische Empfangerorganismen (autologe Implantation)
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2 Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben gefiihrt wurde

a) Allgemein

Als wichtigste Voraussetzung fur die Durchfuhrung des Projekts konnte die enge
Verzahnung der Verbundpartner in allen Phasen des Projekts gesehen werden. Die
Gesamtkoordination des Verbundvorhabens oblag Frau Dr. Stahlschmidt-Allner, die
technische Projektleitung Dr. Kurt Pfannkuche von der Universitat Koln. Darunter
gliederte sich das Projekt in die zwei Teilprojekte der Verbundpartner. Jedes der
Teilprojekte hatte einen verantwortlichen Teilprojektleiter, die fur die inhaltliche
Ausgestaltung des Teilprojekts und die Fuhrung des zugeordneten Teilprojektteams
verantwortlich waren. Eine weitere wichtige Voraussetzung fir den nachhaltigen Erfolg
des Projekts stellte die erhebliche finanzielle Eigenbeteiligung der beteiligten
Industriepartner dar, die den Anspruch an das Projekt als Umsetzungsprojekt mit
wirtschaftlich nachhaltig nutzbaren Ergebnissen fur die Industriepartner untermauerte.

b) Schutzrechtsituation

Vor dem eigentlichen Beginn des Vorhabens wurden keine Patente recherchiert, welche
gegen eine Durchfihrung des Projektes oder eine zuklnftige Verwertung der
Projektergebnisse sprechen. Sollten im Rahmen des Projektes Erkenntnisse erlangt
werden, die patentierfahig sind, sollte eine Gebrauchsmuster- bzw. Patentanmeldung
angestrebt werden. Seitens der GOBIO-GmbH wurden vor Projektbeginn grundlegende
Verfahren im Hinblick auf die Gewinnung und Nutzung der Zellkultur zur
Patentanmeldung eingereicht.

3 Planung und Ablauf des Vorhabens

Das Projekt wurde im Wesentlichen entsprechend der Planung durchgefuhrt. Einzig die
abschlieBenden Experimente zur Transplantierbarkeit der Zellen konnten nur mit
leichter zeitlicher Verzégerung von 3 Monaten nach Projektende durchgefuhrt werden.
Von Seiten GOBIO wurden die folgenden Arbeitspakete bearbeitet:

2013 2014 2015 2016
PLUG

Projektmanagement
Entwicklung Goldfisch Klonlinie

Autologe Goldfischkultur totipotenter adulter Stammzellen
GFP-Markierung der Zellen (Uni Ka6ln)

Vergleichende Untersuchungen (Uni Kéln)

Co-Kultivierung

Reimplantierung im autologen System

= i gy in i B R =D

Auswertung und Reporting
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AP 0 - Projektmanagement

AP 1 — Entwicklung Goldfisch Klonlinie

AP 2 — Autologe Goldfischkultur totipotenter adulter Stammzellen
AP 5 — Co-Kultivierung

AP 6 — Reimplantierung im autologen System

AP 7 — Auswertung und Reporting

VN- PLUG —-Foérderkennzeichen: 031A263A Seite 4 von 32




4 Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknupft wurde

a) Stammzellmodelle

Die Stammzellforschung ist in der Vergangenheit davon ausgegangen, dass absolute
entwicklungsbiologische Potenz an das Zytoplasma der Zygote gebunden ist. In der
Folge scheint eine Differenzierung von komplexen Geweben nur in Primarkulturen
embryonaler Stammzellen moglich, da somatische (Korper-) und generative (Keim-)
Zellen des Tierkorpers bereits in der Fruhentwicklung getrennt werden und somatische
Totipotenz nur bei Zellen in sehr frlhen Stadien der Embryonalentwicklung vorliegt
(Keimbahntheorie)'

Diese Theorie steht jedoch im Widerspruch zur Entwicklungsbiologie der saisonal
laichenden Fische. Die jahrliche Neubildung der Gonaden aus primordialen extra-
gonadalen Keimzellen zeigt, dass pluripotente Stammzellen die Embryonalentwicklung
eines Wirbeltieres Uberdauern konnen. Aufgrund erster zytogenetischer Analysen
uberdauernder pluripotenter Stammzellen ist absehbar, dass diese Zellen embryonalen
Saugerzellen direkt homolog sind.

Fir die Ubertragbarkeit dieser Ergebnisse sprechen neuere Befunde bei Saugern, die
zeigen, dass das Herz der Maus in der ersten Woche nach der Geburt eine
ausgepragte Fahigkeit zu Regeneration hat, die jedoch nach dem siebten Tag verloren
geht. Die Untersuchung solcher potenziell ,ancestraler* Regenerationsmechanismen
hat grol3e Bedeutung fur das Verstandnis von Regenerationsprozessen im Wirbeltier
und letztlich im Menschen.

b) Regenerative Medizin

Regenerative Medizin zielt darauf, erkrankte Organe durch Zufuhr von extrakorporal
vermehrten Zellen mit regenerativen Kapazitaten zu heilen. Wahrend einige Gewebe
wie Knochen und Knorpel offenbar aus adulten Stammzellen regeneriert werden
konnen, weisen andere Gewebe, wie das Gehirn und das Herz, keine ausreichende
Regenerationskapazitat auf. Hier kdnnen (induziert) pluripotente Stammzellen einen
wesentlichen Beitrag zu regenerativen Medizin liefern. Ideale Zellen, um dieses Ziel zu
erreichen, sind bisher nicht identifiziert. Die Zellen muissen einerseits ausreichend
vordifferenziert sein, um keine Tumore auszulésen, andererseits in das vorgesehene
Zielgewebe integrierbar sein, um dort die gewebstypische terminale Differenzierung und
damit Funktion zu Ubernehmen. Nach derzeitigem Stand der Forschung kdnnte dies in
Zukunft durch vordifferenzierte embryonale und induziert pluripotente Stammzellen
moglich werden, jedoch sind die Verfahren noch weit von der klinischen Anwendung
entfernt. Das hier vorgeschlagene Modell wird es ermdglichen, effiziente Re-
generierungsprozesse am Wirbeltier zu studieren, um die gewonnenen Erkenntnisse
auf das Saugetier und zuletzt den Menschen zu Ubertragen.

c) Reprogrammierung von korpereigenen adulten Zellen

Induzierte pluripotente Stammzellen (sog. iPS-Zellen) sind pluripotente Zellen, die in
vitro aus differenzierten (somatischen) Zellen gewonnen wurden. Diese Entdeckung
wurde 2012 mit dem Nobelpreis fur Medizin geehrt. Dabei werden somatische Zellen
durch die Ubertragung exogener Transkriptionsfaktoren, insbesondere von Oct4, in
einen pluripotenten Zustand reprogrammiert (Rolf et al. 2012). Prinzipiell konnen auf
diesem Wege Patienten-spezifische iPS-Zellen von jedem Individuum hergestellt
werden. iPS-Zellen ahneln stark naturlichen pluripotenten Stammzellen und stellen eine
ethisch wenig bedenkliche Alternative zu embryonalen Stamm- (ES) Zellen dar. Es ist
noch nicht abschlieBend geklart, ob iPS Zellen den ES-Zellen in allen Belangen
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gleichzusetzen sind, jedoch kann festgehalten werden, dass die heute verfigbaren
Techniken zu iPS- Zelllinien fuhren, die sich in vitro vermutlich in alle Typen von
Korperzellen differenzieren lassen. Damit hat sich eine neue Perspektive fur die
regenerative Medizin erdéffnet. Durch Herstellung von Vorlauferzellen und differenzierten
Zellen in Kultur kdnnte es in Zukunft méglich werden, geschadigte Gewebe in vivo zu
regenerieren. Vor der therapeutischen Anwendung sind jedoch noch zahlreiche Fragen
zu beantworten. Es fehlt an Kenntnissen Uber einen geeigneten Applikationsweg der
Zellen und die Frage, ob und wie iPS-Zell-abgeleitete organotypische Zellen in ein
bestehendes Gewebe integriert werden konnen, bleibt bisher in den meisten Fallen
unbeantwortet.

d) Modellorganismus

Ein dauerhaft verfugbarer Goldfischklon, in Kombination mit der Mdglichkeit
kontinuierlich markierte adulte Stammzellen aus diesem Klon zur Verfigung zu stellen,
bietet ein innovatives Instrument der Stammzellforschung und der regenerativen
Medizin. Dieses Modell ist einfach, kostenglinstig und orientiert sich an den
Notwendigkeiten der Stammzellforschung. Es ermdglicht, technische Grenzen der
Stammzellforschung (intrauterine Entwicklung) zu Uberwinden und ist dadurch den
derzeit genutzten Modellen zur Beantwortung entwicklungsbiologischer Frage-
stellungen Uberlegen.

Bisher wird vor allem der Zebrabarbling als Modellorganismus verwendet. Dieser ist
jedoch flir die Stammzellforschung nur bedingt geeignet. Exogen getriggerte,
stammzellbasierte Regenerationsprozesse, wie der saisonale Aufbau von Gonaden,
sind aufgrund der Biologie dieser Spezies nicht ausgepragt und somit experimentell
nicht zuganglich. Zebrafische laichen uber einen Zeitraum von ca. 18 Monaten
kontinuierlich und stellen die Reproduktion danach ein. Beim Zebrafisch sind wahrend
der reproduktiven Phase stets alle Stadien der Keimzell-Differenzierung vom Gonium
bis zum reifen Gameten parallel vorhanden (asynchrone Keimzellentwicklung). Bei
saisonal laichenden Karpfenartigen hingegen verlauft die Keimzellentwicklung
synchron. So treten wahrend der Normalentwicklung im Friihsommer ausschliel3lich
frihe Stadien der Keimzellen z. B. Spermatogonien oder Eizellen im Praevitellogenese-
stadium auf. Diese Beobachtung erlaubt Rlckschlisse darauf, dass diesem Stadium
eine Proliferation primordialer Keimzellen vorausgegangen sein muss. Es kdnnen
,Entwicklungsstadien® somatisch adulter Fische definiert werden, in denen pluripotente
Stammzellen auftreten, die beim Sauger nur wahrend der Embryonalentwicklung
vorkommen.

5 Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Die Kooperationspartner tauschen kontinuierlich Informationen bzgl. Projektverlaufs, Ist-
Status und den erzielten Zwischenergebnissen aus. Die Arbeitsteilung zwischen der
UKK und GOBIO erfolgte weitgehend wie in der Beschreibung der Arbeitspakete
detailliert dargestellt. Die zunachst geplante Zusammenarbeit mit der Tiermedizinischen
Hochschule konnte nicht etabliert werden. Das zentrale Interesse an der Kooperation
bestand in der Untersuchung, der in Vorarbeiten beobachteten Sensitivitat der
gewebsregenerierenden  Zellen gegentuber dem KH-Virus (Cyp H3). Der
molekularbiologische Nachweis des anzeigepflichtigen Virus mittels PCR wurde GOBIO
im Vorfeld seitens der zustandigen Veterinarbehdrden untersagt und als
Ordnungswidrigkeit geahndet. Die gerichtliche Auseinandersetzung zu diesem Vorgang
wurde erst im 3. Projektjahr zugunsten der GOBIO-GmbH entschieden. Die
tiergesundheitsrechtliche Genehmigung zum Umgang mit dem Virus wurde erteilt und
das Ordnungswidrigkeitsverfahren eingestellt.
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6 Verwendung der Zuwendung und erzielte Ergebnisse

Etablierung einer gynogenetischen Goldfischlinie und der korrespondierenden
quasi autologen Zellkultur

Eine gynogenetische Goldfischlinie konnte etabliert werden. Die Kommunikation des
Forschungsansatzes gegenuber den Tierschutzbehdrden erwies sich jedoch als extrem
schwierig. Die tierschutzrechtliche @ Genehmigung zur  Durchflhrung von
Implantationsversuchen, wurde zunachst unter Verweis auf die grundsatzliche Frage
»----0b und wie mittels eines nur im Fisch mdglichen Verfahrens (Gynogenese)
gewonnene Erkenntnisse, auf andere Spezies, insbesondere den Menschen,
Ubertragen werden kénnen*, abgelehnt.

Wie in den Zwischenberichten ausgeflhrt, wurde der Fokus der Kommerzialisierung
unserer Forschungserbnisse zunachst auf die Nutzung der Zelllinie zum Ersatz von
Tierversuchen gelegt. Die Ergebnisse dieses Teils des Vorhabens wurde auf der
EUSAAT Tagung im August 2016 in Linz und auf dem SETAC-World Congress im
November 2016 in Orlando gemal den beigefugten Foliensatzen prasentiert.

Die Technik der Nutzung gynogenetischer Klone im Rahmen von in vivo Regenerations-
versuchen erwies sich im Projektverlauf als entbehrlich, da keine Immunabsto3ung der
Zellen erkennbar war. Nach der Implementierung des neuen Tierschutzgesetzes
wurden dann im Folgenden Tierversuchsantrage gestellt, die jeweils nur Teilaspekte
des Vorhabens beinhalteten. So konnten schlie3lich heterologe Implantationsversuche
durchgefuhrt werden. Bei diesen Versuchen zeigte sich, dass bei Karpfenartigen nur im
geringen Umfang und in begrenzten saisonalen Zeitfenstern eine Integration der Zellen
in somatische Organe erfolgt. Anders verhielt es sich bei barschartigen konstitutiv
kurzlebigen Fischspezies wie dem Reisfisch. Sowohl in vitro als auch in vivo Versuche
erbrachten im hohem Male belastbare Ergebnisse nach denen die Zellen umfanglich in
periphere Organe integriert werden und dabei organtypische Funktionen konstituiert
oder aufrecht erhalten werden. Aufgrund dieses Projektverlaufs wurde die Produktion
gynogenetischer Goldfische nicht im grofleren Umfang etabliert. Stattdessen wurde im
Rahmen einer Zusammenarbeit mit TU Dresden der Reisfisch als Modellorganismus flr
Transplantationsversuche implementiert.

Die Gewinnung von Primarkulturen von gewebsregenerierenden Stammzellen
(Pluripotent Tissue-Regenerating Stem Cells, PTR-SCs) neuronalen Ursprungs wurde
an Goldfischen und Karpfen auf Reproduzierbarkeit geprift und standardisiert. Aus
beiden Spezies konnten Zelllinien abgeleitet werden. Versuche, homologe Zellen aus
Laborfischen mit weniger ausgepragten saisonalen Rhythmen wie dem Zebrafisch, dem
Reisfisch oder der Dickkopfelritze zu isolieren, waren nicht erfolgreich.

Kryokonservierungstechniken

Die Entwicklung von Kryokonservierungsprotokollen zur Lagerung der Zellen bei -80°C
war erfolgreich. Es zeigte sich, dass die Zellen ca. 6 Monate unter diesen Bedingungen
lagerfahig sind, was unsere Erwartung fur die Lagerung bei -80°C ubertrifft. Zur
Sicherung der verschiedenen Linien wurden die Zellen in flissigen Stickstoff an der
Universitat Koln in zwei unabhangigen Zellbanken (ZMMK und Physiologisches Institut)
eingelagert. Ferner wurde in sehr enger Zusammenarbeit mit der UKK eine vollkommen
neues Verfahren der Zellkonservierung, die wir ,Hibernationstechnik® nennen,
entwickelt. Diese Technik basiert auf der Fahigkeit von wechselwarmen Organsimen,
die Korpertemperatur auf 4 °C zu senken und den Stoffwechsel entsprechend zu
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reduzieren. Die Zellen werden nach einem Verfahren, dass zur Patentierung ansteht,
gekuhlt und zum Schutz vor Verdunstung in ein Nahrmedium von gelartiger Konsistenz
eingebettet. In diesem Zustand ist eine Lagerung und Transport bei 4-7 °C moglich.
Diese Art der Konservierung hat sich als sehr viel schonender als bei Saugerzellen
gebrauchliche Techniken erwiesen. Die Standardisierung der Technik zum
Versand/Vertrieb der Zellen erfolgte im Nachgang zum Projekt und steht vor dem
erfolgreichen Abschluss.

GFP Markierung der PTR-SC

Zur Markierung der Zellen wurden unterschiedliche Verfahren der Transfektion im Labor
des Projektpartners in Koln getestet. Dabei wurden unterschiedliche Methoden der
chemischen Transfektion mit wechselndem Ergebnis erprobt und mit verschiedenen
Elektroporationsroutinen verglichen. Letztlich wurde eine Methode auf der Basis der
Nukleofektion der Zellen optimiert und fur alle weiteren Versuche eingesetzt. Ein
Transgen zur Expression des grun fluoreszierenden Proteins (GFP) wurde geplant und
hergestellt um transgene Zelllinien zu generieren.

Bei der ersten Variante von GFP-transformierten Zellen (Abb. 1. a, b) exprimierte nur
eine Subpopulation der Zellen GFP im Zytoplasma. Diese Zellkulturen (Abb. 1. ¢, d, e,
f), waren hilfreich bei der Etablierung der Fluoreszenztechnik im GOBIO Labor. Sie
lieferten exzellente Darstellungen der mitunter mehr als 70um langen ,Tunneling-
Nanotubes® (TNTs), die die Zellen ausbilden. So entstehen Zellkontakte, bei denen
keine unmittelbare Nachbarschaft vonnéten ist und direkt benachbarte Zellen von der
Vernetzung ausgespart bleiben. Dies ist die zytologische Voraussetzung fir die gezielte
Vernetzung von Subpopulationen der Zellen. Wir sehen hierhin eine moégliche Ursache
fur unsere im Projektverlauf vertiefte Annahme, dass im Zuge der PTR-SC Kultur eine
Differenzierung von zwei Varianten der Zellen mit unterschiedlicher Funktion erfolgt.
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(e) (f)

Abbildung 1. Zytoplasmatische GFP-Expression der ersten Variante der transgenen Zellen.

Eine weitere wichtige Eigenart der PTR-SC, die anhand der vorlaufigen GFP-
exprimierenden Kulturen sichtbar wurde, ist das Phanomen der Ubertragung von
Zytoplasmakomponenten auf andere Zellen, unabhangig von deren Zellteilungen. Dies,
und die Beobachtung der selektiven Vernetzung, war Grundlage fir unsere Arbeits-
hypothese, nach der die Zellen Pluripotenzfaktoren Ubertagen. Ein vergleichbarer
Prozess wurde bei saisonalen Differenzierungen von Saugern beobachtet. Demnach

VN- PLUG —-Foérderkennzeichen: 031A263A Seite 9 von 32




entstehen neue Stammzellnischen durch einen der in vitro Reprogammierung
vergleichbaren Prozess. Das experimentelle Design der unten naher beschriebenen
Cokultur-Versuche mit transgenen Reisfischen, orientiert sich an dieser Hypothese.
Primarzellen dieser Reisfische zeigen mit der Expression von Pluripotenzgenen, Co-
expression von Reportergenen und den korrespondierenden Fluoreszenzproteinen.
Aufgrund der Eigenart der Zellen, Zytoplasma auf benachbarte Zellen via ,Tunneling
Nanotubes® zu Ubertragen, entstanden falsch positive GFP-haltige Zellen (Abb. 1. a - f).
Dadurch wurde die Anreicherung der Zellen auf der Grundlage des Fluoreszenzsignals
erschwert. Dies war Anlass, eine Technik der GFP-Markierung zu erproben, bei der das
Protein nicht mehr ins Zytoplasma, sondern ausschliel3lich im Bereich des Zellkerns
eingelagert wird. Durch den Einsatz eines Plasmids, das fur Histon2B-fusioniertes GFP
(H2B-GFP) codiert, wurde dieser Ziel erreicht

Die visuelle Uberpriifung der ersten Ansatze aus diesen Kulturen zeigte, dass die
Mehrzahl der Zellen GFP exprimierte (Abb. 2. a - d). Doch die Aussonderung von nicht
GFP-markierten Zellen durch Neomycin-Resistenz, eingebaut im Plasmid (mit UTF1-
Promotor), konnte den Anteil transformierter Stammzellen im Ansatz nicht erhéhen, da
auch nicht-markierten PTR-SCs anscheinend unempfindlich gegenuber Neomycin sind.
Um diese Problematik zu uUberwinden, wurden verschiedene Antibiotika getestet,
darunter die im Saugetiermodell hochwirksamen Antibiotika Hygromycin und
Puromycin. Unerwartet zeigte sich dabei eine sehr geringe Empfindlichkeit der Zellen
gegen diese Selektionsagenzien. Deshalb wurde im nachsten Schritt ein Vektor
entworfen und hergestellt, der GFP in Kombination mit einem modifizierten
Oberflachenrezeptor exprimiert. Die Erwartung bei diesem Konstrukt war, dass es
moglich ware, die transgenen Zellen auf der Basis des Oberflachenrezeptors (CD4)
durch magnetische Zellsortierung anzureichern und homogen GFP-exprimierende
Kulturen zu generieren. Dieser Ansatz fihrte zwar zu einer Anreicherung der
transgenen Zellen, jedoch wurde Uber mehrere Passagen hinweg ein Verlust der GFP-
exprimierenden Zellen bemerkt. Daraus haben wir die Notwendigkeit erkannt, eine
klonale Selektion zu etablieren. Wir fiUhren den Verlust des GFP in einigen Zellen auf
ein ,Silencing” des Transgens zurlck. Die klonale Selektion hat sich als sehr schwierig
erwiesen, da die Zellen unter den uns bis dato bekannten Kulturbedingungen zu keinem
klonalen Wachstum fahig waren. An der Universitat Koéln wurden daher in einer
aufwandigen Optimierung Zellkulturbedingungen etabliert, die eine klonale Selektion der
Zellen ermaoglichten.

Far die Generierung klonaler Zelllinien wurde erneut ein Transgen entworfen und
hergestellt, das eine Expression eines Chromatin-gebundenen Histon2B-GFP von
einem Transposon basierten Vektor gewahrleistet. Durch Anwendung der neu
etablierten Bedingungen zur klonalen Expansion wurden schliefdlich Subklone mit
stabiler H2B-GFP Expression gewonnen werden. Ein Subklon mit einer homogenen
GFP Expression in 100% der Zellen wurde fir die weiteren Versuche ausgewahlt. Der
Klon wurde expandiert und GOBIO fur alle weiteren Experimente zur Verfigung gestellt.
Das ,Cell-Banking“ erfolgte an der Universitat Kéln, von wo aus qualitatskontrollierte
Zellen an GOBIO verschickt wurden.

VN- PLUG —-Foérderkennzeichen: 031A263A Seite 10 von 32




(a) (b)

10 pm

L

(c) (d)

Abbildung 2. H2B-GFP Markierung in PTR-SC zeigt konstitutive Kernfluoreszenz assoziiert mit Chromatin /
Chromosomen.

Die neue Technik der Zellkern gebundenen Markierung durch Histon2B-GFP flhrt zu
einer Visualisierung von nuklearen Strukturen mit einer Auflésung die bislang mit noch
keinem anderen Verfahren erreicht wurde. So sind Nukleoli als fluoreszenz-freie
Bereiche zu erkennen. Die Anordnung der Chromosomen in den gegenuberliegen
prospektiven Tochterkernen ist deutlich sichtbar. Schadstoff-induzierte Stérungen der
Verteilung der Chromosomen auf Tochterzellen oder Schadigungen der Chromosomen
fuhren zu Mikrokernen. Diese konnen ohne weitere Farbetechniken in der lebenden
Zelle sichtbar gemacht werden (Abb. 3). Damit war eine neue Technologieplattform
geschaffen, die bisher nicht vorstellbare Analysen der Funktion und des Zustandes von
Zellen anhand einfacher mikroskopischer Untersuchung ermdoglichte. Hier werden nur
die in unserem technischen Umfeld direkt nutzbaren Anwendungen genannt:

Mikrokernassay

Der Einfluss von Schadstoffen, mit gentoxischer
Wirkung wird derzeit noch mittels eines
aufwandigen Verfahrens konventioneller
Mikrokernfarbung standardisiert erfasst. Die
Nutzung unserer Zelllinie hat eine her-
10 vorragendes Potential die bisher im Rahmen der
| | OECD TG 487 genutzten Linien zu ersetzen und

den Aufwand des Verfahrens in der

Abbildung 3. Mikrokern in PTR-SC GFP- GraRenordnung von 80% zu reduzieren.
markierten Zellen.

VN- PLUG —-Foérderkennzeichen: 031A263A Seite 11 von 32




Zelltransformationsassay

(b)

Abbildung 4. GFP-markierte PTR-SC Kerne in
einer Downstream Analyse. (a) Kontrolle mit
einigen  stark-fluoreszierenden  Kernen;, (b)
Glyphosat-exponierten Ansatz mit einer erhéhten
Zahl von stark-fluoreszierenden Kernen.
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o 516
T 14
2212
=210
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o= 8
g
“52 0 =

TR

Fassage 1 (72h) Fassage 1 (96h) Fassage 2 (384h)
Glyphosat
miontrolle m11.8 UM 23 67 um 355 UM 47,34 utd

Da die neue Technik der Erfassung von
Gentoxinen nicht destruktiv ist und PTR-
SC Linie weder von einem Tumor ab-
geleitet oder anderweitig immortalisiert
wurde, ist eine sogenannte
.,pownstream Analyse“ madglich. Das
heit, man kann die Zellen nach der
Erfassung der gentoxischen Wirkung
weiter kultivieren und im Hinblick auf
eine kanzerogene Transformation der
Tochterzellen untersuchen. In der
Histopathologie bekannte Verander-
ungen der Kernstrukturen, die mit der
kanzerogenen Transformation einher-
gehen, werden durch die
Kernmarkierung in  hohem Malde
adaquat wiedergegeben. Abb. 4 zeigt
Bilder einer Downstream Analyse nach
Exposition gegenuber dem Herbizid
Glyphosat. Die Zahl der Kerne mit
einem deutlich starkerem Fluoreszenz-
signal ist gegenuber den Kontrollen
stark  erhéht  (Abb. 5). Diese
Veranderung der  Kernmorphologie
entspricht dem histopathologischen Bild
der Pyknotisierung, die mit der
kanzerogenen  Transformation  von
Stammzellen in Verbindung gebracht
wird .

Abbildung 5. Prozentualer Anteil stark fluoreszierender Kerne im Verlauf einer Downstream Analyse nach Exposition

gegenliber Glyphosat.
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Cytotoxassay

Abbildung 6. Zellkernfragmentierung (Karyorrhexis)
von PTR-SC Zellen.

Zelldifferenzierungsassay

Abbildung 7. GFP-markierte Kerne von differenzierten
Zellen an der Oberfliche von suspendiertem
Trdgermaterial.

VN- PLUG —-Foérderkennzeichen: 031A263A

Die Fragmentierung der Zellkerne, die
mit dem Absterben der Zelle nach

Einwirkung einer zytotoxischen
Substanz einhergeht, ist eindeutig
sichtbar  (Abb. 6). Zytotoxische

Wirkungen konnen viel friher erkannt
werden als bisher moglich.
Hellfeldmikroskopische erfassbare
Veranderungen der Zytologie treten erst
sehr viel spater auf.

Die Kerne der selbsterneuernden pluri-
potenten Kultur unterscheiden sich in
ihrer Morphologie deutlich von denen,
die im Rahmen von Transplantations
oder Cokulturversuchen im Kontakt mit
differenzierten Zellen standen.
Zelldifferenzierungsprozesse gehen mit

starken Veranderungen der
Zellmorphologie einher. So
differenzieren sich einschichtige

Epithelien an der Oberflache von
suspendierten Kultursubstraten, deren
Kerne sich  deutlich von den
feingranulierten Kernen der
Monolayerkultur unterscheiden.
Gleichzeitig treten in die Epithelien
eingebundene Spharoide auf. Die Kerne
innerhalb der Spharoide sind stark
abgerundet und zeichnen sich durch
stark kondensiertes Chromatin aus.
Somit hat die H2BGFP transgene
Variante der PTR-SC ein hohes
Potential die Wirkung von
morphogenetisch aktiven Substanzen
zu reflektieren. Abb. 7 zeigt in vitro
differenzierte Zellen nach 7 Tagen
Kultivierung auf suspendiertem
Tragermaterial.
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Zellproliferationsassay

Abbildung 8. Proliferierende Kultur Metaphase weil3er
Pfeil Anaphase gelber Pfeil

Zellmotilitats-/Infiltrationsassay

A

Abbildung 9. Langliche Verformung der Zellkerne
in PTR-SC Kulturen (a, b) und in Leberkulturen
7 Tage nach der Transplantation von PTR-SCs
im Japanischen Reisfisch Oryzias latipes (c).

VN- PLUG —-Foérderkennzeichen:

031A263A

Zellzahlungen  sind anhand  des
Kernsignals  automatisiert ~ moglich.
Hinzu kommt, dass zwischen
Interphase, Metaphase und Anaphase
und dem Absterben der Zelle
(Karyorrhexis) unterschieden werden
kann. Aus einer Zusammenschau dieser
Daten ergibt sich ein wesentlich
differenziertes Bild der Zellproliferation
als dies bislang maoglich ist (Abb. 8).

Die Rolle von Zellbewegungen wird in
der in vitro Toxikologie ebenso wie in
der Zytopathologie aus technischen
Grinden haufig ausgeblendet, da immer
nur ,Momentaufnahmen® analysiert
werden. Die Zellgrenzen von
beweglichen Zellen sind sowohl in der
Kultur als auch im Gewebsverband
kaum  darstellbar. Die langliche
Verformung von Zellkernen, die mit der
Motilitat einhergeht, kann anhand des
Fluoreszenzsignals nachvollzogen
werden. Abb. 9 a bis ¢ zeigen
deformierte Zellkerne von wandernden
Zellen in vitro (a, b) und infiltrierende
Zellen von ex vivo Praparationen der
Leber 7 Tage nach der Transplantation
(c). Fur einige Schadstoffe konnte eine
dosisabhangige Erhdhung der Zahl der
langlich deformierten Zellkerne
nachgewiesen werden (Abb. 10).
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Gegen Ende der Projekt-
laufzeit wurde an unserem
Institut automatisierte  Life-
Imaging Technik eingefuhrt.
Die ersten Videos zeigen ein
bislang nicht beschriebenes
Bewegungsmuster der Zellen
5 0 15 220 % W B 41 45 A0 im Verlauf der Kultur. Die

Glyphosate [uM] Zellen aggregieren und bilden
Abbildung 10. Dosisabhangige Erhéhung der Anzahl lénglicher Keme in  dabei sehr grof¥flachige
der Downstream Analysis nach Glyphosat-Exposition. Aggregate von Kernmaterial,
in denen keine Grenzen
zwischen den individuellen
Kernen mehr erkennbar sind.
Teils werden in der Umgebung
dieser  Aggregate  histon-
haltige, filigrane Verbindung-
en zwischen Kernen ausge-
{e) {b) bildet. Die Aggregate losen
sich nach ca. 3-4 Stunden
wieder auf und die Zellen
dispergieren mit scheinbar
unveranderten Kernen wieder.
Ein vergleichbarer Prozess ist
in der Grundlagenbiologie
nicht beschrieben.

Elongated nuclei [%]
L
®

[}

Abb. 11 (a - h) zeigt
Zellkernaggregate von
unbehandelten Zellen (a, b)
und von Tochterzellen nach
Behandlung mit kanzerogenen
Stoffen (c — h).

R
10 ym

(h)

Abbildung 11. GFP-markierte PTR-SC Kernaggregate von
unbehandelten Zellen (a, b) und von Tochterzellen nach Behandlung
mit kanzerogenen Stoffen (c — h).
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Cokulturversuche

Mit Unterstutzung der Universitat Koln wurden weitere Techniken der Zellmarkierung
mit den Fluoreszenzfarbstoffen CellTracker™ Green CMFDA und Red CMTPX etabliert.
Mit fluoreszenzmarkierten Zellen konnten Vorversuche zur technischen Absicherung
der Identifikation fluoreszierender Zellen insbesondere der Unterdrickung von
Autofluoreszenz durchgefuhrt werden. Zudem war es wichtig, Schlusselergebnisse mit
einer Referenzmethode zu Uberprifen. Abb. 12 zeigt die selektive Einlagerung von
Fluoreszenz gefarbten Wildtypzellen in ovarielles Gewebe in Cokulturversuchen

() | (d)

Abbildung 12: Cokultur von rotgefdrbten PTR-SCs mit Ovar. Adhdrente Oozyten mit markierten PTR-SCs im
Interstitium (a). Adhérente Eizelle im reaggregierten Gewebsverband mit starker Einbindung von PTR-SCs an der
Oberflache der Eizelle (b) Rodletzelle (Pfeil) an der Oberfliche eines adhédrenten Zellclusters Azan-Farbung (c)
Rodletzelle im Kontakt mit einer suspendierten PTR-SC Lebendbeobachtung (d)
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Die Cokultur von GFP-markierten PTR-SC mit ovariellem Gewebe von karpfenartigen
Fischen zeigte gleichfalls, dass die Zellen selektiv an der Oberflache von Oozyten im
Pravitellogenesestadium und im gonadalen Interstitium chimariges Gewebe bilden.

In Cokulturen konnten wir zeigen, dass Rodletzellen aus ovariellem Gewebe in Kontakt
mit den PTR-SC treten. Weitere Hinweise auf die Rolle von Rotletzellen, war ein
Uberdauern von grinfluoreszierenden rodletdhnlichen subzellularen Strukturen in
juvenilen Karpfen 6 Monate nach der Transplantation im Bereich des Peritoneums. Die
Einordnung dieser Befunde war innerhalb des Projektzeitraums nicht maoglich. Im
Rahmen des SETAC World Kongress in Orlando hatten wir Gelegenheit Kontakt zu
einem der wenigen Histopathologen mit Erfahrungen zu diesen Zelltypus aufnehmen.
Wir gehen davon aus, dass wir anhand des Vergleichs mit Rodletzellisolaten der
amerikanischen Kollegen Aufschluss Uber die Natur dieser Strukturen erhalten werden.

An der Oberflache der Eizellen erfahren die Zellen eine Differenzierung, die sich
grundlegend von den interstitiellen Zellen unterscheidet. Die Zellen bilden ein
Zweischichtiges Epithel, das aufgrund der Kernmorphologie der Zellen eindeutig als
Follikelepithel anzusprechen ist (Abb. 13). Von diesem Differenzierungsprozess wurde
schon in vorausgegangenen Studien angenommen, dass er auf bewegliche ektopische
Zellen zurlckzufuhren ist (Stahlschmidt 1991, Abb. 13 b, d) Auch bei karpfenartigen
Fischen konnte gezeigt werden, dass der saisonal wiederkehrende Aufbau eines
zweischichtigen Follikelepithels auf bewegliche Zellen zurickzufihren ist (Allner et al.
2010).

Pl o 28
Abbildung 13. Follikelepithel (a, c) gebildet aus PTR-SCs in Cokulturen mit Ovarien und (b, d) in histologischen
Préparaten.
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Der ovarielle Follikel ist der Ort der Ostradiolbiosynthese, bei der die aultere Theca-,
androgene Vorstufen bildet, die dann in der inneren Granulosa Schicht zu Ostradiol
konvertiert werden.

In Cokulturversuchen mit Leber konnte
gezeigt werden, dass von der Leber
morphogenetische Signale ausgehen.
Diese induzieren die Differenzierung
einer Granulation in den PTR-SC (Abb.
14). Die Leberchimaren sind im
Unterschied zu Leber -Primarzellen

langlebig. Sie verfugen Uber
ausgepragte Stoffwechselkompetenzen
im Hinblick auf Fremdstoff-

/Entgiftungsmetabolismus.

Abbildung 14. PTR-SC / Leber Cokulturen mit langlebigen
Primé&rzellen und differenzierten (granulierten) PTR-SC.
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Abbildung 15 zeigt einen deutlichen Anstieg der EROD Aktivitat der Cokulturen nach
Induktion der mischfunktionellen Oxygenasen mit R-Naphthoflavon. Diese Enzym-
aktivitat wird als toxikologischer Endpunkt bestimmt. Eine erhdhte Aktivitat reflektiert
eine Exposition des Organismus gegenuber Fremdstoffen, die ,Entgiftungsenzyme®
induzieren. Die Gewebschimaren aus Leber und PTR-SC =zeigten weitere
Enzymaktivitaten, die daflr sprechen, dass eine metabolische Aktivierung von
Fremdstoffen erfolgt. Dies bildete den Ausgangspunkt fur die Entwicklung einer in vitro
Technologie zum Ersatz von Rattenleber Lysosomenfraktionen. Diese werden durch
sehr belastende Behandlungen von Ratten gewonnen und sind in der in vitro
Toxikologie unentbehrlich zu sdugertypischen Aktivierung von Fremdstoffen Systemen
mit verminderter metabolischer Kapazitat.

Sehr viel weitreichendere Regenerationsprozesse wurden bei Cokulturversuchen mit
Geweben ordnungsfremder Fische, wie dem Medaka (Oryzias latipes) beobachtet. Flr
diese Versuche wurden teils transgene Fische genutzt, bei denen die Expression von
Stammzell / Keimbahnmarkergenen (oct4, sox2 und vasa) mit der Coexpression von
Reportergenen einhergeht. Abbildung 16 (a — c) zeigt die sox2 gekoppelte Expression
eines rotfluoreszierenden Proteins (mCherry) im Zytoplasma des Empfangergewebes.
Die Spitze des Kiemenfilamentes wurde durch GFP-markierte PTR-SC in der Cokultur
regeneriert. Ahnliche Beobachtungen wurden in der Cokultur von Herzen mit PTR-SC
gemacht (Abb. 16. d, e). Ein bis 2 Stunden nach der Entnahme der Herzen war eine
sporadische Besiedlung des Herzgewebes erkennbar und der Herzschlag setzte wieder
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ein. Nach 2 Tagen war eine komplette Ummantelung der Herzkammer mit einem
Perikard ahnlichem Epithel zu verzeichnen. Vergleichbare Beobachtungen liegen auch
fur Lebercokulturen vor.

Da die Cokulturversuche teils in den letzten Wochen der Projektlaufzeit und im
Nachgang zum Projekt durchgefuhrt wurden, konnten keine weitergehenden
Untersuchungen zur Beantwortung der Frage durchgefuhrt werden, inwieweit die Zellen
eine Differenzierung zu Kardiomyozyten, im sinutrialen Knoten oder respiratorischen
Epithelien durchlaufen haben.

Abbildung 16. Cokulturen von GFP-PTR-SC mit Kiemen (a — ¢c) und Herz (d, e) des Japanischen Reisfisches (O.
latipes), mit Integration von der Stammzellen im apikalen Bereich der Kieme und im Herz.

Transplantationsversuche mit Embryonen

Versuche zur homologen Transplantation in Karpfen-Embryonen 2-8 Stunden nach der
Fertilisation haben gezeigt, dass GFP-markierte Zellen in der postanalen ventralen
Korperregion integriert werden (Abb. 17). Fur den Karpfen stehen derzeit noch keine
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Reporterfischlinien zur Verfugung, die eine keimbahn-spezifische Expression von
Reportergenen aufweisen. Daher konnte bislang nicht beurteilt werden, ob die PTR-SC
mit primordialen Keimzellen co-lokalisiert vorkommen. Zur Beantwortung dieser Frage
wurde im Projektnachgang die Kooperation mit der TU Dresden weiter ausgebaut.
Aufgrund der hohen Kompatibilitat der Zellen mit Geweben vom Reisfisch ist davon
auszugehen, dass die Zellen auch in deren Embryonen integriert werden. Hierflr
stehen in Dresden mehrere transgene Linien zur Verfugung, deren Keimzellen
linienspezifische Reportergene exprimieren. So kann im heterologen System ggf. eine
Co-Lokalisation von PTR-SC und primordialen Keimzellen sichtbar gemacht werden.

Abbildung 17. Integration von GFP-markierten PTR-SCs im postanalen caudoventralen Bereich im
Larvenstadium nach Transplantation in friihe Entwicklungsstadien (Morula) von Karpfenembryonen.

Transplantationsversuche mit juvenilen karpfenartigen Fischen

In Transplantationsversuchen mit juvenilen Karpfenartigen, konnte molekularbiologisch
nachgewiesen werden, dass PTR-SC im Korper verteilt werden und eine Proliferation
der Zellen stattfindet. Bei Transplantationsversuchen waren sieben Tage nach der
Transplantation stets das GFP-Gen und die korrespondierende mRNA in Gonade und
Gehirn nachweisbar. Fur andere Organe wie Leber, Niere und Seitenlinienorgan liegen
nur Einzelbefunde vor. Die Zellen waren meist jedoch nicht eindeutig in ex vivo
Gewebspraparationen mikroskopisch ansprechbar. Lediglich in den letzten Tests, die
mit der zuletzt generierten -Variante der PTR-SC durchgeflhrt wurde war nach drei
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Tagen eine Integration der Zellen in mehrere Gewebe nachweisbar. Bei der
Durchfihrung dieser Versuche kam es bedingt durch die Wahl der Einstichstelle zu
einer Verletzung der inneren Organe aufgrund einer Reflexbewegung wahrend der
Injektion. Wir gehen davon aus, dass durch die Verletzung ein physiologischer
Regenerationsprozess eingeleitet und die Chemotaxis der Zellen beeinflusst wurde.

Die Einlagerung von morphologisch undifferenzierten PTR-SC im Interstitium des
Fettgewebes (Abb. 18. a, b) konnte in mehreren Versuchen beobachtet werden. Eine
Differenzierung zu gewebstypischen Zellen scheint im Ovar (Follikelepithel Abb. 18.c,
Gonien Abb. 18.d) und in der Haut (Becherzellen Abb.18. e, f) zu erfolgen.

(a) (b)

(c) (d)

10 pm

(e) (f)
Abbildung 18. PTR-SCs nach Transplantation im Fettgewebe (a, b), im Ovar (c), im
Hoden (d) und in der Haut (e, f) von juvenilen Karpfen
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Transplantationsversuche mit seneszenten, percomorphen Fischen

Eine sehr viel weitreichendere Integration der Zellen wurde auch in vivo bei Versuchen
mit kleinwlchsigen seneszenten Fischen aus dem Formenkreis der Percomorpha, dem
Reisfisch, beobachtet. Nach intraperitonealer Injektion waren die transplantierten Zellen
sicher in Leber, Haut, Fettgewebe, Herz und Ovar nachweisbar (Abb. 19). Im Hinblick
auf die Einlagerung der Zellen in Lebergewebe des Reisfisches kdnnen wir derzeit nicht
entscheiden, ob der histologisch deutlich abgegrenzte Bereich der transplantierten
Zellen auf einen anderen Funktionszustand normal differenzierter Leberzellen (z.B.
Einlagerung von Glykogen) oder ein Teratom hinweist. Abb. 19. ¢ zeigt die Infiltration
der transplantierten Zellen in das Empfangergewebe. Die langlich verformten Zellkerne,
die Zellbewegungen reflektieren, sind gut erkennbar. In der Haut (Abb. 19. d) scheinen
die transplantierten Zellen sich zu Epithelzellen zu differenzieren. Im Fettgewebe
werden die PTR-SC anscheinend undifferenziert eingelagert (Abb. 19. e), wie es z. B.
fur mesenchymale Stammzellen typisch ist. .Die transplantierten PTR-SC, die im Herz
beobachtet wurden, haben sich zwischen Sinus venosus und Atrium integriert. Sie
waren zum Zeitpunkt der Organentnahme als ein kompakter Gewebsbereich eindeutig
ansprechbar. Nach 24 h Organkultur war eine Proliferation der Zellen zu verzeichnen.
Auch hier war eine Infiltration der Zellen in das gesamte Organ, ahnlich wie in den
durch Cokultur erzeugten Chimaren, zu erkennen. (Abb. 19. f).

Im Ovar haben die PTR-SC sich zu meiotischen Keimzellen differenziert, wie ein
Vergleich mit einem histologisches Praparat eines juvenilen Ovars illustriert (Abb. 19. g,
h). Dabei entsprechen Anatomie und Zytologie der Zellen den histologischen Befunden
vorausgegangener Studien, die die folgende Arbeitshypothese des Vorhabens
begriindet: Die periodische Proliferation von Oozyten bei Knochenfischen basiert auf
einer wiederkehrenden Besiedlung des Ovars mit pluripotenten Zellen. Diese
differenzieren zu einer zweiten Follikelschicht an der Oberflache der vorhandenen
Oozyten und l6sen damit die Reifung der Eizellen aus. Aus dem gleichen ,Zellpool*
differenzieren sich an der dem Ovariallumen zugewandten Seite, der ,Basis die
Oozyten / Oogonien. Diese gehen sofort in die Prophase der Meiose Uber und
begriinden die Oozytenpopulation des Ubernachsten Reproduktionszyklus.

Abb. 20 zeigt zwei aufeinanderfolgende Entwicklungszustande eines periodisch
reifenden Ovars mit angrenzendem Fettgewebe. Zunachst ist im Ovar nur eine
Generation von Keimzellen erkennbar, gleichzeitig treten im Interstitium des
Fettgewebes undifferenzierte Zellen auf. Im darauf folgenden Stadium ist das
Interstitium des Fettgewebes zellfrei, stattdessen werden an der Peripherie der jungen
Oozyten Zellen angelagert und an der dem Lumen zugewandten Seite des Ovars
differenziert sich die folgende Oozytengeneration.
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Abbildung 19. (a-c) Einlagerung und Differenzierung der Zellen in Lebergewebe des Reisfisches 7 Tage nach der Transplantation,
(a, b) Hellfeld und Fluoreszenzaufnahme desselben Gewebsbereiches; (c) Infiltration der transplantierten Zellen in
Empfédngergewebe; (d) Einlagerung von transplantierten Zellen im Fettgewebe; (e) Differenzierung zu Epithelzellen, (f)integration

der PTR-SC im Herz; (g) Differenzierung der PTR-SC zu meiotischen Keimzellen wie in (h) histologisches Préparat eines juvenilen
Ovars mit meiotischen Keimzellen
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Abb/ldung 20 Periodisch relfende_é Ovar mit anglrenzendem Fettgewebe mit zugewanden‘en pluripotenten Zellen.

Molekularbiologische Charakterisierung der PTR-SC

Zur molekularbiologischen Charakterisierung insbesondere der Pluripotenz wurde die
Genexpression der PTR-SC im Vergleich mit Markergenen von embryonalen
Stammzellen und differenzierten Zellen aus ex vivo Praparationen von Karpfen und
Goldfischen untersucht. Dabei wurde zunachst auf der Grundlage von
bioinformatischen Vorgaben der Projektpartner Universitat Koln die Technik der
Endpunkt PCR etabliert. Nach der Einarbeitung von Dr. Cristiano Lerche konnten dann
die weiterfUhrenden Untersuchungen im eigenen Labor konzipiert und durchgefuhrt
werden. FUr ausgewahlte Fragestellungen der Quantifizierung der Genexpression
wurden RT-gPCR Untersuchungen in Laboren der HS Fresenius im benachbarten
Idstein durchgefuhrt.

Bei diesen Untersuchungen stand insbesondere die Analyse der Gensequenz des pou?2
im Mittelpunkt. Das Pou2-Protein fungiert als Transkriptionsfaktor und ihm wird eine
zentrale Rolle bei der so genannten Reprogrammierung von differenzierten Zellen zu
undifferenzierten Zellen mit embryonalen Eigenschaften (induziert pluripotente
Stammzellen, iPSCs) zugeschrieben (z.B. Pfannkuche et al., 2010). Dazu wurde
zunachst die Expression des pou2 mit bereits bekannten Primern untersucht. Diese
Versuchsreihe hat gezeigt, dass sowohl in PTR-SC in vitro als auch in verschiedenen
Geweben von Karpfen und Goldfisch pou2 exprimiert wird. Die an der Universitat Koln
durchgefiihrte Analyse der Sequenz des 445 bp-langen PCR Produktes enthalten mit
Primer fir eine Karpfen cDNA library (Genbank no. CF661606.2) zeigte 83% Homologie
zum pou2 Gen des Zebrafisches und 92% Homologie zum poubf1 Gen von Labeo
rohita (Genbank no. GU443948.1), sowie 74 % zu dem pou5f1 Gen des Menschen, das
fur das Oct4-Protein des Menschen codiert.

Dartiber hinaus war zur Absicherung des Modells zu prifen, ob es sich bei der
beobachteten Expression von Bereichen des pou2 um Pseudogene handelt, die bei der
pou-Genfamilie zahlreich exprimiert werden, oder ob es sich um funktionelle
Pluripotenzgene handelt. Zu diesem Zweck wurden dann weitere Primer flir die
Sequenz von poubf1 von L. rohita generiert, zur Herstellung langerer pou2 PCR
Produkte. Es konnten Produkte mit der erwarteten Lange amplifiziert werden. Dieses
Ergebnis ist insofern von besonderer Bedeutung als sich zwischenzeitlich herausgestellt
hat, dass das orthologe Protein des Zebrafischs in Reprogrammierungsexperimenten
mit embryonalen Fibroblasten der Maus als unwirksam im Hinblick auf die Induktion der
Pluripotenz erwiesen hat (Tapia et al. 2012)
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Bei der Analyse der Expression von Stammzellmarkergenen scheint nicht nur die
absolute Zahl der Transkripte, sondern auch das Verhaltnis der Expression des pou2 im
Vergleich mit der Expression eines zweiten Stammzellmarkergens - dem sox2 - von
Interesse zu sein. Die Pou2-und Sox2-Proteine bilden Heterodimere, wobei
Uberschussiges (ungebundenes) Sox2 die Expression von pouZ2, sox2, nanog und
andere Transkriptionsfaktoren die mit Pluripotenz in Verbindung gebracht werden
herabregulieren. Dieser Prozess der Genregulierung ist mit der Induktion der
Differenzierung korreliert (Boer et al., 2007; Tompkins et al., 2011). Die in Abbildung 2
dargestellte quantitative Analyse der Genexpression von sox2 und pouZ2 zeigt deutliche
Unterschiede zwischen der Expression beider Gene in ex-vivo Gewebspraparationen
und in Kulturen von PTR-SC. In den somatischen Geweben und im differenzierten Ovar
wird das sox2 deutlich starker exprimiert (relativ zur pou2-Expression) als in juvenilen
Gonaden und in der PTR-SC Kultur. Die Expression von pou?2 in allen Geweben weist
auf die Prasenz von Stammzellen mit embryonalem Charakter (PTR-SC) im gesamten
Organismus hin. Die geringe Zahl an sox2-Transkripten in der PTR-SC Kultur sowie in
der unreifen Gonade (Abb. 21, Gol[J]) werten wir als Indiz dafir, dass diese Zellen
keinem Differenzierung auslésenden Einfluss unterliegen.
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Abbildung 21: Quantitative Expression der Puripotenzgene OCT3/4 (pou2, dunkelblau) und SOX2 (sox2, hellblau) in
verschiedenen Geweben und in PTR-SC.

Ein weiterer Fokus der molekularbiologischen Untersuchungen war die Erfassung von
Genen des Ostrogenstoffwechsels. Bei Fischen wird das dstradiolabhangige Dotter-
protein nicht wie allgemein angenommen nur in der Leber synthetisiert und dann in
Eizellen abgelagert. Wir konnten im Rahmen von teils parallel durchgeflhrten Studien
eine ektopische Vitellogeninsynthese in mehreren Organen wie Leber, Kieme und Haut
nachweisen. In diesen Organen vermuten wir eine ausgepragte Gewebserneuerung,
von der wir annehmen, dass dies auf die Proliferation von PTR-SC zurlckzufuhren ist.
Im Gehirn, wo wir die (Master)-Stammzellnische vermuten, ist gleichfalls eine
ausgepragte VTG Synthese zu verzeichnen. Zur molekularbiologischen Erfassung des
Ostrogenstoffwechsels wurden folgende Gene untersucht:
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e AroB |/ cyp19a1b (Abb. 22): das

Gen codiert die neuronale

Aromatase. Das Enzym, dass bei

1 2 Fischen zeitlebens aulerhalb des
eigentlichen Produktionsorts von

Ostrogenen, dem Ovar, Ostradiol

- synthetisiert. Bei Saugern st
o _ dieses Gen z.B. im Gehirn nur
wahrend eines kurzen perinatalen

_—— Zeitraums aktiv.
C?pi?ﬂlb o Ostrogenrezeptoren a und R
codieren Gene far
(265 bp) Ostrogenrezeptoren. Diese
wiederum induzieren die
Transkription von

, ostrogenabhangigen Proteinen
Abbildung 22. Agarose-gelelektrophorese des

cyp19a1b Produkts (265 bp) in (1) PTR-SC Zellen und e Vitellogenin  gilt  bisher als
(2) im Gehirn. Ostrogenabhangiges Dotterprotein

PTR-SC exprimieren diese Schliisselgene des Ostrogenstoffwechsels konstitutiv (Abb.
23). In Versuchen bei denen die Zellen gegentiber Ostrogenen und dem Morphogen
Retinsure exponiert wurden, zeigte sich, dass Ostradiol und das synthetische
Ostrogen Diethylstilbestrol die Expression beider Ostrogenrezeptoren verstérken. 18-
stundige Exposition zu Retinsaure hemmt zunachst die Induktion der Rezeptoren,
wahrend nach 36 Stunden auch in Kontrollen eine_s_t_[ake Expression zu verzeichnen ist.

A L
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Abbildung 23. Expression der Genen fiir die Ostrogenrezeptoren a und 88 (a) und fiir Vitellogenin (b) mit und ohne
Vorexposition zu Retinsgure (,retinoic acid“, RA) in Kontrollen (C), Zellen exponiert zu Estradiol (E2) oder zum
Xenodstrogen diethylstilbestrol (DES).
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Nach Behandlung mit Ostrogenen wird die konstitutiv sehr schwache Expression des
Dotterproteins Vitellogenin verstarkt. Durch 18-stundige RA Exposition wird die
Sensitivitat der Zellen gegeniiber Ostrogenen erhéht und nach 36h-Vorbehandlung wird
das Gen-unabhangig von Ostrogenexposition (liber) exprimiert. Ein Befund den wir
bislang nicht erklaren kdonnen ist die Expression eines zweiten Gens, das die doppelte
Anzahl an Basenpaaren aufweist wie das VTG Gen.

Auf der Proteinebene wurde die Bildung von Vitellogenin gleichfalls mittels eines
hochsensitiven ELISA untersucht.

Wie in Abb. 24 gezeigt, sind die mit Retinsaure vorbehandelten Zellen ostrogensensitiv.
Ausgehend von diesen Ergebnissen soll im Nachgang zum Projekt ein Verfahren zur
Erfassung von Ostrogenwirkungen in vitro entwickelt werden. Bisher steht kein
wirbeltierbasiertes in vitro Verfahren zur Erfassung von Ostrogenwirkungen mittels
Quantifizierung eines 6strogenabhangigen Proteins zur Verfligung.
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Abbildung 24. Vitellogenin (VTG) Werte in PTR-SC Kulturen mit und ohne Vorexposition zu Retinsédure (24 Std.) in
Kontrollen und exponiert zu die Xenoéstrogene bisphenol A (BPA), diethylstilbestrol (DES), ein -Octylphenol-Derivat
(Triton-X) und Ethinylestradiol (EE2).

PTR-SC zeigen eine schwache konstitutive Expression
des Insulingens, die durch Retinsaureexposition
deutlich verstarkt wird (Abb. 25).

Zur sicheren molekularbiologischen Identifikation der
* i fia GFP markierten Zellen in Transplantationsversuchen
- wurde eine nested-PCR etabliert. Damit konnte in

Transplantationsversuchen gezeigt werden, dass die
| » Zellen in das Zentralnervensystem und in die Gonaden

wandern. Der molekularbiologische Nachweis war
‘ sicher, sowohl fur die genomische Variante des Gens
auf der DNA Ebene als auch auf der mRNA Ebene.
ins Damit ist davon auszugehen, dass die Zellen in diesen
(145 bp) . . . . .
: : Nischen proliferieren, da Histone nur im Zuge der
Abbildung 25. Expression von Zellteilung gebildet werden.

Preproinsulin (ins) vor (RA-)

und nach (RA+)

Exposition zu Retinséure.
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Zusammenfassend ist also festzuhalten, dass die PTR-SC-Kulturen Schlisselgene der
Kontrolle von pluripotenten Stammzellen und des Ostrogenstoffwechsels exprimieren.
D.h. es werden zugleich typisch maternelle und embryonale Gene transkribiert. Im
Rahmen des PLUG Projektes konnte nicht geklart werden, ob diese sehr
unterschiedlichen Funktionen den oben postulierten unterschiedlichen Zelltypen
zuzuordnen sind.

7 Darstellung der wichtigsten Positionen des zahlenmaRigen Nachweises

Entsprechend dem zahlenmaRigen Nachweis kann konstatiert werden, dass die
Projektkosten Uber den geplanten Kosten liegen (geplante Ausgaben: 671.549,00 €,
tatsachlich verausgabte Mittel: 682.341,29 €). Die wesentlichen Abweichungen ergeben
sich aus den im Folgenden aufgelisteten Positionen:

Personalkosten: Mehrkosten ergaben sich bei den Personalkosten in Hohe von
26.290,80 € (geplant: 555.470,00 €; angefallen: 581.760,80 €).

Materialkosten: Die Materialkosten sind um 1.043,57 € hoher ausgefallen als
vorgesehen (74.205,00 € geplant; 75.248,57 € verausgabt).

Reisekosten: Ebenfalls leicht Uber der geplanten Kostensumme blieben die
Reisekosten (geplant: 11.460,00 €; verausgabt: 11.548,99 €).

Vorhabensspez. Afa: Die anteiligen Abschreibungen fir projektspezifische Investitionen
sind um 2.134,56 € etwas geringer ausgefallen als geplant (geplant: 14.814,00 €;
angefallen: 12.679,44 €).

Sonstige unmittelbare Vorhabenskosten: Minderkosten ergaben sich bei den sonstigen
unmittelbaren Vorhabenskosten (15.600,00 € geplant; 1.103,49 € verausgabt).

8 Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Im Rahmen des Vorhabens wurden von beiden Partnern personelle Kapazitaten des
eigenen Forschungs- und Entwicklungspersonals in erheblichem Umfang bereitgestellt.
Da das technische und das damit verbundene finanzielle Risiko von dem industriellen
Antragsteller, welcher zur Kategorie der kleinen und mittleren Unternehmen (KMU)
gehdrt, nicht alleine getragen werden konnte, waren die Kooperationspartner auf eine
offentliche Unterstitzung im Rahmen der Forderausschreibung KMU-innovativ:
BioChance angewiesen.

Im Rahmen des PLUG-Vorhabens ist die GOBIO GmbH ihrem Anspruch als inno-
vationsorientiertes Unternehmen moderner Pragung mit konsequenter Ausrichtung auf
die Entwicklung innovativer Produkte und Dienstleistungen gerecht geworden. Die
erzielten Projektergebnisse haben zu einem gewissen Umfang die weitere Entwicklung
der Unternehmen beeinflusst und werden dies auch nach Ende des Projekts weiterhin
tun, da sie an vielen Stellen bereits wahrend der Projektlaufzeit Einzug in weitere
Kooperationen und Entwicklungsprojekte gehalten haben. Die Notwendigkeit und
Angemessenheit der geleisteten Arbeit wird dadurch eindrucksvoll untermauert.
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9 Voraussichtlicher Nutzen/Verwertbarkeit der Ergebnisse

9.1 Wirtschaftliche Erfolgsaussichten, wissenschaftlich-technische Erfolgsaussichten

Wirtschaftliche Verwertungsmoglichkeiten/Erfolgsaussichten

Seitens der Unternehmensberatung BCNP-consultants wurde im Rahmen eines vom
RKW geforderten Projektes der Innovationsberatung eine direkte Vermarktung des
gekoppelten in vitro in vivo Fischmodels im Bereich der Chemikalientestung empfohlen.
Dies soll in Zusammenarbeit mit der Tecomedical AG erfolgen. Tecomedical vertreibt
komplexe in vitro Testsysteme, die neben den fur Einzelstudien portionierten Zellen,
Kulturmedien, Reagenzien, ELISAS zur Erfassung spezifischer Endpunkte umfassen.
Derart konfigurierte Dienstleistungen ersparen den Kunden die aufwandige Vorhaltung
der Stammbhaltung der Wirbeltierzell-, Hefen-, Bakterienkulturen. Der Personalaufwand
zur Qualitatssicherung derartiger Verfahren nach GLP wird weitgehend durch den
Lieferanten der Test-Kits abgedeckt. Die von uns isolierten Stammzelllinien haben sich
als ausgesprochen robust erwiesen. Die neue Technik der Hibernationskonservierung
vereinfacht den Einsatz von Zellkultursystemen in Routinelaboren erheblich. Fur viele
Labore die bislang noch mit Saugerzellen arbeiten wird ein Wechsel daher in hohem
Malde attraktiv. Voraussetzung unsere Produkte in diesem Sinne zu etablieren sind
Veroffentlichungen mit dem Kooperationspartner aus dem Medizinbereich, die PTR-SC
als Modelle von adulten pluripotententen Stammzellen des Wirbeltierstammes
ausweisen. Diese Arbeiten konnten im Nachgang auf den Weg gebracht werden. Erste
Laborvergleiche im In-und Ausland sind im Gange. Ein zeitnaher Markteintritt auf der
Grundlage des Alleinstellungsmerkmals der im hohen Male vereinfachten
Handhabbarkeit ist realisierbar.

Im Hinblick auf die Vermarktung der Produkte als Alternativen zu Tierversuchen wurden
die ersten Veroffentlichungen im Rahmen der EUSAAT Tagung in Linz und des SETAC
World Kongress in Orlando sehr positiv aufgenommen. Hier arbeiten wir an
Dienstleitungsprodukten bei denen die Labore die in vitro Analysen selbst durchfuhren
und wir exponierte Zellen im Hinblick auf ihre Integrationsfahigkeit in Gewebe bzw in
Organsimen zu testen. Der hierzu erforderliche Aufwand an interdisziplinarer
Kommunikation kann nur durch einen gut strukturierten Vertrieb geleistet werden. Dazu
bedienen wir uns zunachst des Netzwerkes der Teco Medical Group die bereits ein von
uns entwickeltes fischbasiertes Testsystem zu Erfassung von Ostrogenwirkungen
vertreiben.

Hier erwarten wir dariber hinaus Zugang zur onkologischen Grundlagenforschung.
Erste Institute wie die Universitatskliniken Graz haben Interesse bekundet. Es soll
getestet werden ob ein Exosomen vermittelter Einfluss von Cordomzellen zur
cancerognen Transformation von PTR-SC fuhrt.

In den verbliffenden Befunden zur Integration der Karpfenzellen in Gewebe, des zu den
percomorphen gehdrenden Reisfisch sehen wir eine Anschlussfahigkeit im Bereich der
Alterforschung. Hier wird ein Verwandter des Reisfisch der Killifisch (Nothobranchius
furzeri) eingesetzt. Dieser gilt als das Wirbeltier mit der kurzesten Lebenserwartung
(Polacgik et al. 2016). Wir bemuhen uns derzeit um Kooperationsprojekte die darauf
zielen, unsere Zellen zur Substitution der bei dieser Spezies vermuteten
Regenerationsinsuffizienz zu erproben.
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Verwertungsergebnis | Kategorie Instrument | Ausrichtung | Zeitpunkt
Selbstsignalgebende Wirtschaftliche | Produkt Grundlagen- Ab sofort
Kernmarkierung nicht | Erfolgsaussicht forschung
immortalisierter spontan
selbsterneuerender
pluripotenter
Stammzellen
Vertrieb einzelner in Wirtschaftliche | Produkt Laboratorien Ab sofort
vitro Assays & technische
Erfolgsaussicht

Cokultur & Transplan- | Wirtschaftliche | Dienst- Pharma-&Bio- | Ab sofort
tation fremdexponierter | Erfolgsaussicht | leistung tech-Unter-
Zellen nehmen
Downstream Analysen | Wirtschaftliche | Dienst- Pharma Ab sofort
fremdexponierte Zellen | Erfolgsaussicht | leistung Forschung,

Chemikalien-

testung
Einsatz der Zellen in Strategische F&E Industrie und Ab 2018
der Altersforschung Erfolgsaussicht | Projekte Hochschule
Etablierung automati- | Wirtschaftliche | Dienst- Chemikalien Ab sofort
sierter Life Imaging Erfolgsaussicht | leistung Pharmatestung
Techniken

Wissenschaftlich-technische Verwertungsmaoglichkeiten/Erfolgsaussichten

Es wurden keine Patente recherchiert, welche gegen eine Durchfihrung des Projektes
oder eine zukunftige Verwertung der Projektergebnisse sprechen. Der Einsatz von Tier-
modellen zur Erfassung toxikologischer Endpunkte, Expositions- und Risiko-/Effektor-
analysen ist der aktuelle Stand der Technik. Es wird weiterhin eine konsequente
Patentstrategie verfolgt, die GOBIO eine aussichtsreiche Marktposition sichern wird.
Eine permanente Patent- und Technologiebeobachtung sowie eine Uberwachung von
Schutzverletzungen sind weiterhin Teil dieser Strategie.

Die wissenschaftlichen Ergebnisse wurden und werden vorwiegend auf Konferenzen
und Ausstellungen prasentiert, aber auch bei Lehrveranstaltungen dargestellt. Vortrage
auf Fachveranstaltungen wurden bereits gehalten als auch Fachartikel veroffentlicht. In
die Verwertung der Ergebnisse sind 2 Promotionsstudenten eingebunden, so dass eine
akademisch ansprechende Veroéffentlichung gewahrleistet ist.

Zusammenfassend lasst sich somit feststellen, dass die vorliegenden Ergebnisse
sowohl in geeigneter Weise weiter verwertet werden, als auch als Entwicklungskern im
Rahmen von bewahrten Netzwerkkooperationen dienen werden.

9.2 Wissenschaftliche und wirtschaftliche Anschlussfahigkeit

Aufgrund der sich abzeichnenden Unbrauchbarkeit von Zebrafischproteinen fir Repro-
grammierungsexperimente werden Karpfen und Goldfische als kostgunstige Quelle fur
diese Proteine zum Einsatz in der Grundlagenforschung interessant. In der biotech-
nischen Produktion gut charakterisierter Proteine mittels Fischmodell sehen wir ein
hohes Potential fur weitere Verwertung der bisher erzielten Resultate.
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10 Ergebnisse Dritter

Ergebnisse von Tapia et al. 2012 wurden geprift. Sie haben keine Auswirkungen auf
die Durchfuhrung des Vorhabens aber auf die Anschlussfahigkeit siehe 9.2.

11 Veroffentlichung der Ergebnisse

Die Projektergebnisse wurden wahrend der Projektlaufzeit folgendermalen
veroffentlicht:
« SETAC Nantes Posterbeitrage und Ausstellung seitens TECO Medical
« EUSAAT Konferenz Linz 3 Vortrage und Ausstellung durch GOBIO gemeinsam
mit BioTek (Hersteller von Life Imaging Reader Cytation)
e SETAC Orlando Vortrag und Ausstellung durch Diapharma (US Distributor
TecoMedical)

Seitens des Partners UKK wird eine Veroffentlichung der Ergebnisse in ,Nature* angestrebt
GOBIO wird dartiber hinaus Teilergebnisse als methodische Fachartikel in der Zeitschrift der
SETAC ET&C verdffentlichen.

Aarbergen den 28.11.2016

Dr. P. Stahlschmidt-Allner
CEO GOBIO GmbH
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