Embryonen und Stammzellforschung I: Stammzellbiologie

. Entstehung der Stammzellforschung - Historischer Uberblick
. Wie macht man embryonale Stammzellen?

. Wie macht man induzierte pluripotente Stammzellen?

. Wie isoliert man somatische adulte Stammzellen?

. Welche Eigenschaften haben Stammzellen?

. Wie macht man somatische Zellen aus Stammzellen?

. Stammzellen in der Medizin und die damit verbundene ethische Problematik.
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. Neue Herausforderungen in der Grundlagenforschung zur Stammzellbiologie.
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2. Herstellung von embryonalen Stammzellen

2.1. Die Entstehung von embryonalen Stammzellen im Laufe der Ontogenese - Die friihe
Embryonalentwicklung der Eutheria (Placentales) am Beispiel der Maus

2.2. Die Herstellung von embryonalen Stammzelllinien

2.3.  Kultur der embryonalen Stammzellen (ESCs)

2.4. Pluripotenzbeweise

2.5. Herstellen von geklonten Embryonen fir die Isolierung von ESCs

Georg Weitzer

MEDIZINISCHE
UNIVERSITAT
WIEN

16.10.2019



Georg Weitzer

2. Herstellung von embryonalen Stammzellen

2.1. Die Entstehung von embryonalen Stammzellen im Laufe der Ontogenese - Die friihe
Embryonalentwicklung der Eutheria (Placentales) am Beispiel der Maus

2.2. Die Herstellung von embryonalen Stammzelllinien

2.3.  Kultur der embryonalen Stammzellen (ESCs)

2.4. Pluripotenzbeweise

2.5. Herstellen von geklonten Embryonen fir die Isolierung von ESCs

Georg Weitzer

2.1. Die friihe Embryonalentwicklung der Eutheria

Pragastrulationsentwicklung der Zygote ‘
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Pragastrulationsentwicklung der Zygote (schematisch) ‘
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Peri-implanationsentwicklung des Blastozysten:

Entstehung des extra-embryonalen primitiven Endoderms und dessen
Derivate, des visceralen und parietalen Endoderms und des primitiven
Ektoderms.

Zona pellucida

Blastozyst

Primitives Ektoderm

(Epiblast) B les Endod
iscerales Endoderm
Primitives Endoderm Primitives Ektoderm
(Hypoblast) Parietales Endoderm

Georg Weitzer

16.10.2019



Downloaded from hitp:/irstb, i i g.org/ on 4, 2018

E0.5 ELS E2.0 E25 E3.0 E3.5 E4.5 E5.0 E5.5
|

carly bias wave | wave 2 mosae sorted Toselte Iumen

BEEPL ) TEEE [ PEVE (& apoposis [l basement membrane % cell division (3 cell movement

Figure 1. Overview of early mouse Embryonic and yonic cells are specified in the preimplantation embryo by two cell fate decisions. In the
first cell fate decision, waves of cell divisions create inside and outside cells. Outside cells give rise to extraembryonic trophectoderm (TE), while inside cells form the
pluripotent inner cell mass (KKM). In the second cell fate decision, cells of the ICM are segregated into the bryonic PE and the pluripotent epiblast (EPI) that
will later give rise to all tissues of the body. These fate dedsions are influenced but not determined by heterogeneity between individual cells within the embryo
that is established by the 4-cell stage (shown by different shading of cells). At E4.5, the embryo initiates implantation and over the next 24 h invades the maternal
tissues, rapidly proliferates and transforms into an egg cylinder. This new form serves as a foundation for EPI patteming, laying down the body axis and establish-
ment of the germ layers. ExE, extraembryonic ectoderm; PE, primitive endoderm; VE, visceral endoderm.
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Wie kann man die ESCs aus dem Blastozysten isolieren?
. W
Kolonie mit ca. 200 ESCs,
von Fibroblasten umgeben.
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2.2.1. Isolierung oder Herstellung von Blastozysten

Isolierung von Blastozysten aus trachtigen Mauseweibchen
(Eutherian*: estrous cycle, siehe hitps://embryolosy.med.unsw.edu.au/embryology/index.php/Estrous Cycle#introduction)

Konstanter Tag — Nacht Rhythmus; 5 bis 19 Uhr Licht, keine Stérrungen

Tag -3, 13-14 Uhr: Pregnant mare serum (PMS, enthalt FSH) Injektion

Tag -1, 12 Uhr: human Choriongonatotrpin (hCG) Injektion

Tag -1, 18:30: Uhr Mannchen in den Kafig der Maus geben.

Tag +1, 8 Uhr: Kontrolle ob Kopulation statt gefunden hat (vorliegen eines vaginaler Pfropfens).

Tag 3, 12-14 Uhr: Toten der Maus durch zervikale Dislokation der Wirbelkérper oder bei

sehr wertvollen Mausen Narkose.

7. Dorsales Freilegen der Eierstocke und Ausspiilen der Blastozysten aus den
Uterushornern mit Medium.

8. Entfernen der Zona Pellucida mittels Tyrode’s solution (pH 2.5), 3 — 5 min.

9. Transfer der Blastozysten in Zellkulturschalen und Kultur auf ,feeder cells” in geeigneten

Medien. (In vitro Nischen Bedingungen entscheidend fiir das Uberleben des

Blastozysten!)
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* Eutheria (echte Plazentatiere) + Marsupials + Monotremata = Mammalia
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2.2. Die Herstellung von embryonalen Stammzelllinien

Maus Blastozyst E3.5

Maus Blastozyst E3.0
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