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1. Einleitung

Pluripotente embryonale Stammzellen (ES) stellen eine
unersch�pfliche Quelle von Zellen dar, die theoretisch in
jeden gew�nschten Zelltyp differenziert werden k�nnen.[1]

Beispiele sind Kardiomyozyten f�r kardiovaskul�re Erkran-
kungen, Nervenzellen f�r neurodegenerative Erkrankungen,
Muskel und Knorpel f�r genetische oder altersbedingte
Skelettmuskelsch�den und Pankreas-b-Zellen f�r Diabetes.
Die direkte Injektion von ES-Zellen in einen Wirt l�st aller-
dings Tumorbildung aus. Dementsprechend m�ssen pluripo-
tente ES-Zellen in die gew�nschten Gewebe oder eine spe-
zifische Zellpopulation differenziert werden, bevor sie sicher
und effizient in klinischen Anwendungen zum Einsatz
kommen k�nnen. Die Entwicklung einer Zellersatztherapie
erfordert also effiziente und reproduzierbare Methoden, um
ES-Zellen zu expandieren und ihre Differenzierung in einen
gew�nschten Zelltyp zu induzieren. Niedermolekulare Ver-
bindungen bieten hier eine m�gliche L�sung.[2] Im Gegensatz
zu den meisten genetischen Methoden sind niedermolekulare
Verbindungen in der Lage, spezifische Funktionen eines
einzelnen Proteins (oder mehrerer Proteine) mit ausge-
zeichneter zeitlicher Kontrolle zu beeinflussen. Dies ist eine
besonders n�tzliche Eigenschaft f�r die Stammzellbiologie,
wo die Differenzierung in eine bestimmte Abstammungslinie
durch eine besondere Sequenz zellul�rer Ereignisse kontrol-
liert wird. Ein anderer Vorteil niedermolekularer Verbin-
dungen ist, dass mit ihnen schnell der �bergang von Pri-
m�rzellen zu In-vivo-Modellen gelingt, um biologische Hy-
pothesen im komplexen Zusammenhang des gesamten Or-
ganismus zu testen. Niedermolekulare Verbindungen k�nnen
auch als n�tzliche Sonden f�r die Erforschung der Mecha-
nismen dienen, die das Entwicklungspotenzial und das Zell-
schicksal kontrollieren.

Neben embryonalen Stammzellen k�nnen auch andere
Zellquellen eine Basis f�r regenerative und verwandte The-
rapien bilden. So werden Molek�le identifiziert, die 1) die
Expansion, das Homing und/oder die Differenzierung multi-
potenter Stammzellen, die auch im adulten Organismus per-
sistieren (somatische Stammzellen) regulieren, 2) die soma-
tische Zellen in weniger differenzierte Zellen revertieren, die
dann in unterschiedliche Entwicklungsrichtungen weiterge-
lenkt werden, 3) die selektiv tumorinitiierende stammzell-
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M�gliche Anwendungen von Stammzellen in der Medizin
reichen von der Modellierung von Krankheiten und der Wirk-
stoffsuche bis hin zu Zelltransplantation und regenerativen
Therapien. Bevor diese Versprechen jedoch eingel�st werden
k�nnen, m�ssen noch einige Hindernisse �berwunden werden,
unter anderem die Kontrolle der Stammzelldifferenzierung, die
allogene Abstoßung und die eingeschr�nkte Zellverf�gbarkeit.
Dies erfordert ein vertieftes Verst�ndnis der Mechanismen, die
das Stammzellpotenzial kontrollieren, und die Entwicklung
robuster Methoden, um das Schicksal von Stammzellen effizient
zu steuern. In der letzten Zeit wurden eine Reihe niedermole-
kularer Verbindungen entdeckt, die in vitro und in vivo ver-
wendet werden k�nnen, um Stammzellen zu expandieren, ihre
Differenzierung zu dirigieren oder somatische Zellen in ein
naiveres Stadium zu reprogrammieren. Diese Molek�le haben
tiefe Einblicke in Signalwege und epigenetische Mechanismen
erm�glicht, die die Stammzellbiologie regulieren, und sie be-
ginnen bereits, zur Entwicklung effizienter Behandlungen f�r
Gewebereparatur und –regeneration beizutragen.
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�hnliche Populationen verschiedener Krebsarten angreifen
oder differenzieren und 4) die den reversiblen Wiedereintritt
terminal differenzierter Zellen (z.B. von b-Zellen der
Bauchspeicheldr�se oder Kardiomyozyten) in den Zellzyklus
f�rdern. In diesem Aufsatz schildern wir die aufregenden
M�glichkeiten, die sich Chemikern bei der Erforschung der
komplexen Biologie bieten, die das Schicksal und Verhalten
von Zellen bestimmt.

2. Grunds�tzliches zu Stammzellen

Stammzellen sind unspezialisierte Vorl�uferzellen mit der
F�higkeit, im undifferenzierten Zustand zu verharren und als
Reaktion auf geeignete Signale in spezialisiertere Zellen zu
differenzieren. Wenn eine Stammzelle proliferiert, kann
daraus eine Tochterzelle entstehen, die mit der Mutterzelle
identisch ist (symmetrische Teilung), oder es entsteht eine
Zelle mit eingeschr�nkterem Entwicklungspotenzial (asym-
metrische Teilung).[3] Die symmetrische Teilung wird auch als
Selbsterneuerung bezeichnet und ist f�r die Erhaltung der
Stammzellidentit�t verantwortlich. Demgegen�ber ist das
Ergebnis der asymmetrischen Teilung die Spezialisierung
einer Linie in einen differenzierteren Zelltyp. Es ist �blich,
Stammzellen nach ihrem Differenzierungspotenzial zu klas-
sifizieren (Abbildung 1). Aus ES-Zellen k�nnen beispiels-
weise alle Zelltypen entstehen, die in den drei prim�ren
Keimbl�ttern des Embryos (Endoderm, Mesoderm und Ek-
toderm) vorkommen, und werden deshalb als pluripotent
eingestuft.[1] Gewebespezifische Stammzellen (auch somati-
sche oder adulte Stammzellen genannt) kommen in diffe-
renzierten Geweben und Organen vor. Aus ihnen k�nnen alle
Zelltypen innerhalb einer bestimmten Abstammungslinie
hervorgehen (z. B. k�nnen sich h�matopoetische Stammzel-
len aus dem Knochenmark zu allen Blutzelllinien differen-
zieren). Entsprechend werden somatische Stammzellen als
multipotent klassifiziert. Inzwischen mehren sich die Hin-
weise, dass es auch bei manchen Krebsarten �hnlich wie in
Organen und Organismen eine zellul�re Hierarchie gibt.{4] An
der Spitze dieser Hierarchie stehen Krebsstammzellen, die
wie normale Stammzellen die F�higkeit zur Selbsterneuerung
und zur Differenzierung besitzen.

2.1. Epigenetik und Eigenschaften der Abstammungslinien

Die Differenzierung von Stammzellen in eine bestimmte
Abstammungslinie w�hrend der Zellentwicklung erfolgt als
Ergebnis einer gewebespezifischen Genaktivierung und
Stummschaltung von Genen f�r die Stammzelleigenschaft
und solchen, die mit anderen Schicksalen der Zellen ver-
bunden sind. Eine Stammzelle tut dies, indem sie ein defi-
niertes und erbliches Genexpressionsmuster auf eine Toch-
terzelle �bertr�gt, ohne die prim�re DNA-Sequenz zu ver-
�ndern.[5] Vielmehr f�hren Ver�nderungen in der �berge-
ordneten Chromatinstruktur zu einer differenzierten Zu-
g�nglichkeit der prim�ren DNA-Sequenz zur
Transkriptionsmaschinerie. Die molekularen Einzelheiten
dieses Vorgangs umfassen die Reorganisation der Chromatin-
Architektur (also Remodellierung der Nukleosomen, Kom-
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Abbildung 1. Entwicklung eines S�ugetierorganismus: hierarchische
Darstellung, die den graduellen R�ckgang des Entwicklungspotenzials
verdeutlicht, der mit der Differenzierung von einer totipotenten Zygote
zu den postmitotischen somatischen Zellen einhergeht, aus denen ein
adulter Organismus besteht. Pluripotente Zellen in Kultur k�nnen ge-
wonnen werden 1) aus der inneren Zellmasse des Blastozysten (ES-
Zellen), 2) vom Epiblasten (EpiSCs) oder 3) durch Reprogrammierung
differenzierter Zellen mit Oct4, Sox2, Klf4 und c-Myc (iPS-Zellen).
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partimentierung und Dynamik des Zellkerns) und chemische
Ver�nderungen des Chromatins, einschließlich der Methy-
lierung der DNA und einer Reihe posttranslationaler His-
tonmodifikationen.[6] Gemeinsam bestimmen diese Prozesse
die Genexpression und in der Konsequenz die Spezifikation
der Zelle bzw. der Abstammungslinie. Obwohl also die
�berwiegende Masse der Zellen in einem vielzelligen Orga-
nismus einen identischen Genotyp hat, erzeugt die Entwick-
lung des Organismus eine Diversit�t von Zelltypen mit un-
terschiedlichen, aber stabilen Genexpressionsprofilen und
unterschiedlichen Zellfunktionen. Bei der Analyse dieser
Prozesse entstand das Feld der Epigenetik; die Spezifikation
der einzelnen Linien kann als epigenetisches Ph�nomen be-
trachtet werden, das eine bestimmende Rolle bei der Eta-
blierung und Aufrechterhaltung der Zellidentit�t w�hrend
der Entwicklung und der Lebenszeit eines Organismus spielt.

2.2. Pluripotente Stammzellen

ES-Zellen, die aus dem Embryoblasten eines sich entwi-
ckelnden Embryos stammen, sind das klassische und am
besten untersuchte Beispiel pluripotenter Zellen. Es gibt al-
lerdings noch eine Reihe anderer pluripotenter Zelltypen,
ebenso wie es zahlreiche Methoden gibt, solche Zellen ab-
zuleiten oder zu erzeugen. In diesem Aufsatz konzentrieren
wir uns auf drei Arten pluripotenter Stammzellen: ES-Zellen
aus dem Embryoblasten, aus dem Epiblasten (EpiSCs) und
induzierte pluripotente Stammzellen (iPS-Zellen) (Abbil-
dung 1). Ein umfassenderer �berblick �ber pluripotente
Stammzellen und ihre Erzeugung oder Ableitung kann aus
mehreren ausgezeichneten Aufs�tzen gewonnen werden.[7]

Die Bedeutung embryonaler Stammzellen f�r die mo-
derne Biologie und Medizin r�hrt von zwei einzigartigen
Eigenschaften her, die sie von allen anderen Stammzellen
unterscheiden. Erstens k�nnen sie als reine Population un-
differenzierter Zellen �ber einen ausgedehnten Zeitraum,
m�glicherweise auf Dauer, in Kultur gehalten und vermehrt
werden. Anders als transformierte Tumorzelllinien behalten
ES-Zellen auch nach zahlreichen Passagen in Kultur einen
normalen Karyotyp. Zweitens besitzen sie die F�higkeit,
jeden der mehr als 200 verschiedenen Zelltypen, die einen
erwachsenen Organismus ausmachen, zu erzeugen, außerdem
auch die vielen transienten Zelltypen, die w�hrend der Ent-
wicklung entstehen.[1,8] Untersuchungen w�hrend der letzten
20 Jahre haben Kulturbedingungen und Protokolle hervor-
gebracht, um eine Reihe dieser Entwicklungslinien in vitro
anzusteuern.[9] Mit den unterschiedlichen Zelltypen, die man
aus ES-Zellen gewinnen konnte, erhielt man die M�glichkeit,
die Embryonalentwicklung im Labor zu modellieren und die
Ereignisse zu untersuchen, die die fr�hesten Stadien der In-
duktion und Spezifikation von Zelllinien regulieren. Zus�tz-
lich zum Modellcharakter f�r die fr�he Embryonalentwick-
lung wird das Differenzierungssystem von ES-Zellen von
vielen Wissenschaftlern als neue unbegrenzte Quelle f�r
Zellen und Gewebe f�r Transplantationen angesehen, mit
denen theoretisch ein weites Spektrum von Krankheiten be-
handelt werden kann.

W�hrend M�use-ES-Zellen schon seit Jahrzehnten ein-
gesetzt werden,[10] ist die Gewinnung und routinem�ßige
Verwendung von humanen ES-Zelllinien erst in j�ngster Zeit
erforscht worden.[11] Dies lag zum Teil daran, dass menschli-
che ES-Zellen andere Kulturbedingungen als Maus-ES-
Zellen erfordern, um den pluripotenten Status zu erhalten. So
reagieren Maus-ES-Zellen auf LIF (Leuk�mieinhibitions-
faktor; leukemia inhibitory factor) und BMP (knochenmor-
phogenes Protein; bone morphogenic protein) und werden
daher in Medien gehalten, die diese Faktoren enthalten.[12]

Demgegen�ber reagieren menschliche ES-Zellen nicht auf
LIF, sondern ben�tigen FGF (Fibroblastenwachstumsfaktor;
fibroblast growth factor) und eine Activin/Nodal-Signalisie-
rung, um den undifferenzierten Zustand aufrechtzuerhal-
ten.[11, 13] Außerdem ist die Anwendung humaner embryonaler
Stammzellen Gegenstand ethischer und gesellschaftspoliti-
scher Debatten.[14]

Zun�chst hatte man angenommen, dass die Unterschiede
zwischen humanen und murinen ES-Zellen auf speziesspezi-
fischen Mechanismen f�r die Erhaltung des pluripotenten
Zustands beruhen. Inzwischen geht man davon aus, dass sich
die Zellen, aus denen die ES-Zellen bei M�usen und Men-
schen stammen, nicht im selben Entwicklungsstadium befin-
den (Abbildung 1).[7d] Gest�tzt wurde diese Hypothese durch
aktuelle Befunde, wonach selbsterneuernde, pluripotente
Zelllinien aus dem sp�ten Epiblasten von M�useembryonen
nach der Implantation gewonnen wurden. Diese Zellen,
EpiSCs genannt, verhalten sich in mehrfacher Hinsicht viel
mehr wie menschliche ES-Zellen als die �blichen aus dem
Embryoblasten stammenden Maus-ES-Zellen, vor allem in
ihren Genexpressionsmustern und der Reaktion auf Signa-
le.[15] Die Entwicklung eines alternativen pluripotenten
Mauszelltyps, der den menschlichen ES-Zellen besser ent-
spricht, wird die �bertragung von Befunden in der Maus auf
den Menschen sp�rbar verbessern. Da humane und murine
ES-Zellen aus verschiedenen Stadien abgeleitet sind, gibt es
wahrscheinlich kaum �berlappungen zwischen niedermole-
kularen Verbindungen, die als Wirkstoffe zur Kontrolle des
Zellpotenzials agieren.

Außer aus Embryos k�nnen pluripotente Stammzellen
auch direkt aus differenzierten Zellen gewonnen werden,
indem spezielle Kombinationen von Transkriptionsfaktoren
�berexprimiert werden. Bei diesen Zellen wurde die Pluri-
potenz induziert, entsprechend werden sie als iPS-Zellen
bezeichnet.[16] Solche Zellen sind in vielen Aspekten mit ES-
Zellen identisch. So reagieren sie auf stadienspezifische
Entwicklungssignale f�r bestimmte Zelllinien und k�nnen
sich zu vollst�ndigen Organismen entwickeln, wenn sie in
einen sich entwickelnden Embryo verpflanzt werden.[7a, 17] Die
Technologie zur Erzeugung von iPS-Zellen hat große Auf-
merksamkeit erregt, denn sie kann leicht eingesetzt werden,
um krankheitsspezifische pluripotente Zelllinien zu erzeu-
gen.[18] Solche Linien werden inzwischen benutzt, um Ein-
setzen und Fortschreiten von Erkrankungen in vitro zu ver-
folgen; sie dienen dabei als Ersatz f�r transgene Tiermodelle
f�r die Entwicklung neuer Wirkstoffe. Außerdem haben iPS-
Zellen das Interesse an der Erstellung patientenspezifischer
pluripotenter Zellbanken neu geweckt, da sie die gesell-
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schaftspolitischen Diskussionen um menschliche embryo-
nenst�mmige Zellen umgehen.

2.3. Multipotente Stammzellen

Multipotente Stammzellen finden sich unter den diffe-
renzierten Zellen in einem Gewebe oder Organ. W�hrend der
Lebenszeit eines Organismus spielen sie eine entscheidende
Rolle bei der Aufrechterhaltung der Hom�ostase, indem sie
f�r die Bildung neuer Zellen in dem Gewebe oder Organ
sorgen, aus dem sie stammen und in dem sie sich befinden.
Aus diesen Gr�nden werden sie auch als gewebespezifische,
adulte oder somatische Stammzellen bezeichnet. Das Diffe-
renzierungspotenzial somatischer Stammzellen ist beschr�nkt
auf die spezialisierten Zelltypen des Gewebes oder Organs, in
dem sie sich befinden. So entwickeln sich aus den aus dem
Knochenmark stammenden h�matopoetischen Stammzellen
(HSCs) verschiedene Blutzellen (z. B. rote und weiße Blut-
k�rperchen).[19] Andere gut charakterisierte somatische
Stammzellen gibt es im Gehirn (neuronale Stammzellen,
NSCs),[20] im Knochenmarksstroma (mesenchymale Stamm-
zellen, MSCs),[21] im Skelettmuskel (Satellitenzellen)[22] und
im Epithel des Verdauungstraktes.

Verschiedene Eigenschaften somatischer Stammzellen
machen sie zu einer attraktiven Alternative zu pluripotenten
Stammzellen f�r den Einsatz in zellbasierten Therapien.
Anders als pluripotente Zellen sind sie beispielsweise nicht
generell tumorerzeugend, wenn sie transplantiert werden. Sie
k�nnen auch direkt von einem Patienten f�r eine sp�tere
autologe Therapie isoliert werden, wodurch sich Probleme
mit der Gewebevertr�glichkeit umgehen lassen. Somatische
Stammzellen haben ex vivo allerdings eine begrenzte Le-
bensdauer, und ihre Reaktion auf Differenzierungssignale
nimmt in Kultur mit jeder Generation ab. Mit den experi-
mentellen Routineprotokollen lassen sich die Zellen nur
einige Wochen in Kultur halten. Erhebliche technische Pro-
bleme gibt auch bei der Isolierung somatischer Stammzellen
aufgrund ihrer eingeschr�nkten Verbreitung (z.B. im Gehirn)
und ihrer relativ geringen Zahl (HSCs machen nur 1 von
10000 Knochenmarkszellen aus). Nichtsdestotrotz erfolgte
der erste klinische Einsatz von Stammzellen mit allogenen
Knochenmarkstransplantaten von HSCs, eine Strategie, die
inzwischen routinem�ßig bei verschiedenen Bluterkrankun-
gen verfolgt wird.[19]

2.4. Tumorstammzellen

Krebszellen in manchen Tumoren (z. B. bei akuter my-
eloischer Leuk�mie) sind heterogen und bestehen aus ver-
schiedenen Typen differenzierter und undifferenzierter
Zellen. Das Auftreten verschiedener Differenzierungsstadien
bei solchen Tumoren st�tzt die Hypothese eines hierarchi-
sches Modells bei einigen Krebsarten.[4a,b] An der Spitze
dieser Hierarchie stehen die am wenigsten differenzierten
Zellen. Diese Zellen initiieren die Tumorbildung und werden
f�r den R�ckfall nach einer Behandlung verantwortlich ge-
macht. Solche tumorinitiierenden Zellen, verbreitet auch

Krebsstammzellen (CSCs) genannt, besitzen die F�higkeit
der Selbsterneuerung und der Differenzierung in Zellen des
Tumorgewebes.[4c–e] CSCs haben auch andere Charakteristika
mit normalen Stammzellen gemeinsam, unter anderem eine
lange Lebensdauer, eine ged�mpfte Stoffwechselaktivit�t,
Resistenz gegen�ber Wirkstoffen und Toxinen durch die
Expression von Multiwirkstoffresistenztransportern, eine
hohe DNA-Reparatur-Kapazit�t und Resistenz gegen Apo-
ptose. Konsequenterweise werden die Erkenntnisse aus der
Stammzellbiologie nun auf die Untersuchungen und die Be-
handlung von Krebs �bertragen.[23]

3. Chemische Ans�tze zur Identifizierung niedermo-
lekularer Verbindungen, die die Entwicklungsrich-
tung von Stammzellen steuern

Niedermolekulare Verbindungen mit gut charakterisier-
ten biologischen Aktivit�ten und Wirkmechanismen k�nnen
in einem hypothesengetriebenen, auf eine Zielstruktur ge-
richteten Ansatz benutzt werden, um das Entwicklungspo-
tenzial und die Entwicklungsrichtung von Stammzellen zu
untersuchen. Zu den Beispielen geh�ren Molek�le, die gegen
epigenetisch modifizierende Enzyme und entwicklungsspe-
zifische Signalwege gerichtet sind. Dieser zielorientierte
Ansatz hat sich als �ußerst wertvoll erwiesen, um Einblicke in
die komplexen Regelkreise der Entwicklungs- und Stamm-
zellbiologie zu gewinnen. Er wird jedoch dadurch einge-
schr�nkt, dass man vorab die an den zu untersuchenden
biologischen Vorg�ngen beteiligten molekularen Stoffwech-
selwege kennen muss. Dies ist besonders in der Stammzell-
biologie ein Problem, weil hier die biologischen Mechanis-
men noch weithin unbekannt sind. Ein alternativer Ansatz
beruht auf zellbasierten ph�notypischen oder Signalweg-ori-
entierten Durchmusterungen chemischer Bibliotheken, um
Molek�le zu identifizieren, die die Biologie der Stammzellen
in definierter Weise beeinflussen.[2, 24] Ungerichtet durchge-
f�hrt lassen zellbasierte Suchl�ufe dieser Art die Identifizie-
rung neuer Gene und Signalwege erwarten, die die Ent-
wicklungsrichtung der Zellen steuern.

3.1. Entwurf eines Hochdurchsatz-Screenings

Eine ganze Reihe von Testformaten wurde entwickelt, um
Molek�le zu finden, die das Schicksal der Stammzellen be-
einflussen; sie variieren stark in ihrer Skalierbarkeit und
ihrem Maß an Komplexit�t. So sind relativ einfache zellul�re
Tests mit einem Reportergen, in denen die Expression eines
lumineszierenden oder eines fluoreszierenden Reportergens
durch den Promotor des interessierenden Gens (in der ent-
sprechenden Wirtzelle) gesteuert wird, besonders geeignet,
um große Verbindungsbibliotheken zu durchmustern. Bei
solchen promotorgetriebenen Screeningans�tzen sind aller-
dings robuste Sekund�rtests notwendig, um die große Zahl
falsch positiver Treffer oder nichtspezifischer Molek�le, die
mit solchen Methoden gefunden werden, zu reduzieren.[25]

Alternativ k�nnen multiparametrische High-Content-Tests
mit Bildauswertung verwendet werden, in denen die Para-
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meter, die mit einem gew�nschten Ph�notyp assoziiert sind
(z. B. Anwesenheit mehrerer Immunfluoreszenzmarker,
Zellmorphologie, Organellenlokalisation usw.), simultan auf
Einzelzellebene analysiert werden. Allerdings sind diese
Verfahren meist zeitaufw�ndiger und teurer. Sie wurden auch
bereits auf der Ebene eines ganzen Organismus (z. B. Ze-
brafisch) durchgef�hrt, doch werden dabei vergleichsweise
große Mengen an Testsubstanz ben�tigt. Eine ausf�hrlichere
Diskussion �ber die Strategien des Hochdurchsatz-Scree-
nings �bersteigt den Rahmen dieses Aufsatzes, doch es liegen
bereits einige �bersichten zu diesem Gebiet vor.[26]

Substanzbibliotheken mit niedermolekularen Verbin-
dungen reichen von den großen Sammlungen zur Entdeckung
von Leitstrukturen (> 2 Millionen Verbindungen), die in der
pharmazeutischen Industrie verwendet werden, bis zu klei-
neren (< 10000 Verbindungen), eingegrenzten Sammlungen
(z. B. bekannte Wirkstoffe, Naturstoffbibliotheken, bekannte
Kinaseinhibitoren usw.), die typischerweise im akademischen
Umfeld eingesetzt werden. Die Zahl der Verbindungen, die
mit einem bestimmten Testsystem durchmustert wird, h�ngt
meistens von den Kosten und der Verf�gbarkeit der Rea-
gentien und dem Grad der Miniaturisierung, die auf einer
bestimmten Screening-Plattform m�glich ist, ab. Organis-
menbasierte Screenings oder Tests mit Prim�rzellen sind
durch die Verf�gbarkeit von Zellen bzw. Organismen be-
grenzt und werden daher oft gegen fokussiertere Substanz-
sammlungen gescreent. Immortalisierte Zelllinien, die leicht
in ein 384er oder 1536er Mikrotiterplattenformat miniaturi-
siert werden k�nnen, werden andererseits oft gegen sehr
umfangreiche Bibliotheken gescreent. Diese großen Scree-
ningans�tze werden allerdings meist nur im Einzeldosisfor-
mat durchgef�hrt, wodurch der gew�nschte Ph�notyp durch
antiproliferative oder andere Nebeneffekte �berdeckt
werden kann.

Verschiedene Argumente wurden eingebracht bez�glich
der chemischen Diversit�t und der Strukturmotive, die in
chemischen Bibliotheken vertreten sein sollten. Die M�g-
lichkeiten reichen von komplexen Naturstoffen[27] bis zu den
einfacheren Heterocyclen (z. B. Purinen, Benzimidazolen,
Benzothiazolen, Indolen, Chinazolinen, Chinolinen und an-
deren „privilegierten“ Ger�sten),[28] die in vielen Wirkstoffen
vorkommen.[29] Letztere haben den Vorteil, pr�parativ gut
zug�nglich zu sein; außerdem gibt es bereits umfangreiche
pharmakologische Informationen. Diese Umst�nde erleich-
tern die Aufstellung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen f�r
eine affinit�tsbasierte Identifizierung der Zielstruktur und die
schnelle chemische Optimierung zur Verbesserung von Se-
lektivit�t und pharmakokinetischen Eigenschaften, die f�r In-
vivo-Studien notwendig sind. Unsere Erfahrung ist, dass
Heterocyclen-Bibliotheken eine außergew�hnlich reiche
Quelle selektiver und wirksamer Kandidaten sind, deren Ei-
genschaften schnell optimiert werden k�nnen.

Außer niedermolekularen Verbindungen lassen sich auch
Proteinbibliotheken auf Chips (z. B. sezernierte Proteine,
Antik�rper usw.) einfach in dem oben beschriebenen Test-
format durchmustern. So haben wir j�ngst einen durchsatz-
starken Prozess entwickelt, mit dem wir eine Bibliothek se-
zernierter Proteine in S�ugerzellen exprimierten, reinigten
und in 384er Titerplatten f�r verschiedene biologische Tests

anordneten.[30] Im Unterschied zu großen chemischen Bi-
bliotheken besteht das gesamte sezernierte Proteom aus nur
einigen Tausend Proteinen und kann so einfach in multipa-
rametrischen Tests mit Prim�rzellen oder ganzen Organismen
mit niedrigem Durchsatz durchsucht werden. Der Einsatz
dieser und �hnlicher Plattformen er�ffnete neue Einblicke in
die Wirkungsweise nat�rlicher Faktoren, die das Zellschicksal
steuern und eine zus�tzliche Quelle therapeutischer Kandi-
daten f�r die regenerative Medizin bieten.[30, 31]

3.2. Der Wirkungsmechanismus niedermolekularer Verbindungen

Ungerichtete zellbasierte Screenings sind eine wirkungs-
volle Strategie, um neue Wege zu identifizieren, die komplexe
zellul�re Prozesse regulieren; sie stellen jedoch eine Her-
ausforderung dar, wenn der genaue Mechanismus aufgekl�rt
werden soll, nach dem ein Molek�l seine Wirkung entfaltet.
Die Aufkl�rung der molekularen Mechanismen niedermole-
kularer Verbindungen wird durch eine Reihe von Umst�nden
verkompliziert.[25b] So k�nnen interessierende Verbindungen
mit irrelevanten Zielstrukturen wechselwirken, was die
Analyse erschwert.[32] Die gefundenen Molek�le k�nnen auch
relativ geringe Wirksamkeit oder L�slichkeit haben, zytoto-
xisch sein oder eine schlechte Pharmakokinetik zeigen. Daher
sind normalerweise detaillierte Untersuchungen der Struktur-
Wirkungs-Beziehungen erforderlich, um die Eigenschaften
eines Molek�ls zu optimieren und seinen Wirkmechanismus
zu bestimmen.

3.2.1. Genexpressionsanalyse

Die Genexpressionsanalyse mit Mikroarrays kann hilf-
reiche Informationen �ber die Mechanismen liefern, die der
Aktivit�t einer niedermolekularen Verbindung zugrunde-
liegen.[33] In der Praxis werden Zellen mit aktiven und
strukturell �hnlichen inaktiven Analoga behandelt und an-
schließend die Genexpressionssignatur analysiert. Gene,
deren Expressionsspiegel durch die Behandlung mit nieder-
molekularen Verbindungen ver�ndert wird (und die durch
das eng verwandte inaktive Analogon nicht beeinflusst
werden), werden identifiziert und die Signalwege oder
-netzwerke, die mit diesen Ver�nderungen zusammenh�ngen,
durch bioinformatische Analyse bestimmt. Die osteogene
Aktivit�t von Purmorphamin kommt beispielsweise durch die
Aktivierung der Hedgehog(Hh)-Signalkaskade zustande:
Man konnte beobachten, das Purmorphamin eine Reihe be-
kannter Hh-Signalgene induziert.[33,34] Davon ausgehend
wurde sp�ter die biologische Zielstruktur von Purmorph-
amin, n�mlich der Hh-Rezeptor Smoothened (Smo) gefun-
den.[35] Wenig sp�ter wurde mit einem �hnlichen Ansatz der
relevante Angriffspunkt von StemRegenin 1 (SR1) identifi-
ziert, einer Verbindung, die die Selbsterneuerung von HSCs
f�rdert. Hier ergab die Genexpressionsanalyse, dass ver-
schiedene Zielstrukturen unmittelbar stromabw�rts vom
Aryl-Kohlenwasserstoffrezeptor (aryl hydrocarbon receptor,
AhR) in Gegenwart von SR1 unterschiedlich exprimiert
wurden.[36] Anschließend wurde die direkte Wechselwirkung
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zwischen SR1 und AhR mit biochemischen Methoden be-
st�tigt.

3.2.2. Funktionales genomisches Screening

Funktionales genomisches Screening, unter anderem auf
Funktionsgewinn mit cDNA („gain-of-function“) und auf
Funktionsverlust mit RNAi („loss-of-function“), wird viel-
fach benutzt, um Genprodukte zu identifizieren, die an den
interessierenden biologischen Prozessen beteiligt sind. Die
Hits in diesem Screening sind Proteine oder miRNAs, die sich
auf der Screening-Platte leicht identifizieren lassen. Daher
stellen genomische Screening-Ans�tze einen alternativen
Zugang dar, um niedermolekulare Verbindungen mit einem
bestimmten Ph�notyp in F�llen zu identifizieren, in denen der
Durchsatz begrenzt ist (z. B. beim Screening mit ganzen Or-
ganismen oder mit seltenen Prim�rzellen). In diesen F�llen
kann das genomische Screening zur Identifizierung eines
neuen Targets dienen, und in einem zweiten Schritt kann ein
bekannter Wirkstoff oder eine bioaktive Verbindung ver-
wendet werden, um die Aktivit�t des untersuchten Proteins
zu modulieren. Ein Beispiel f�r einen solchen Ansatz stammt
von Wurdak et al., die eine kleine Sammlung von shRNAs,
die mit Kinasen wechselwirken, gegen tumorinitiierende
Gliomazellen einsetzten. In diesem Test wurde eine Anzahl
von Genen identifiziert, deren Ausschaltung das Zellwachs-
tum verhindert.[37] Anhand der gewonnenen Liste von Ziel-
genen wurden dann Kinaseinhibitoren ausgew�hlt, die an-
stelle der shRNAs verwendet werden konnten (detaillierte
Diskussion siehe Abschnitt 10.3.2). In diesem Fall wurden
wirkstoff�hnliche niedermolekulare Verbindungen mit der
gew�nschten biologischen Aktivit�t �ber eine genomische
Screening-Plattform identifiziert, die f�r ein Hochdurchsatz-
Screening nicht geeignet waren.

3.2.3. Affinit�tsbasierte Identifizierung der Zielstrukturen

Auch affinit�tsbasierte Ans�tze mit festen Matrizen oder
photoaktiven Linkern k�nnen f�r das Screening von nieder-
molekularen Verbindungen genutzt werden. In ersterem Fall
wird die betreffende Verbindung �ber einen flexiblen, inerten
Linker (z. B. Polyethylenglycol) an einer festen Matrix im-
mobilisiert. Die Verkn�pfung erfolgt an einer Gruppierung
des Molek�ls, deren Derivatisierung die Aktivit�t der Ver-
bindung nicht beeintr�chtigt. Proteine, die an die immobili-
sierte Verbindung binden, k�nnen aus dem Zelllysat (typi-
scherweise in Gegenwart oder Abwesenheit eines freien
Kompetitors) isoliert, durch SDS-PAGE aufgetrennt und
durch F�rbung mit Coomassie-Blau oder Silber sichtbar ge-
macht werden. Eine Identifizierung ist danach durch LC/MS/
MS m�glich. Auf diesem Wege haben wir tats�chlich bereits
Zielproteine f�r niedermolekulare Regulatoren der Zellent-
wicklung identifiziert, darunter Pluripotin,[38] Reversin[39] und
TWS119.[40]

Zellpermeierende Affinit�tssonden (z. B. mit einem
Biotin-Ende oder einem Alkin-Rest f�r die Klick-Chemie)
sind weit verbreitet; sie erm�glichen eine Bindung der Sonde
an ihr Ziel in der lebenden Zelle. In manchen F�llen ist dies
entscheidend, da die Wechselwirkung zwischen Verbindung

und Target bei der Zelllyse aufgel�st wird. So identifizierten
wir als Angriffspunkt von Stauprimid das Protein NME-2
(non-metastatic cell protein expressed in-2), indem wir ein
biotinyliertes Stauprimid-Analogon in ES-Zellkulturen in-
kubierten.[41] Strategien, die die Wechselwirkung zwischen
einem kleinen Molek�l und seinem Target kovalent fixieren
(z. B. durch photoaktivierte Vernetzung), k�nnen besonders
bei niedriger Affinit�t zwischen Verbindung und Zielstruktur
hilfreich sein.[42] Allerdings behalten nicht alle niedermole-
kularen Verbindungen ihre Aktivit�t, wenn man eine Affi-
nit�tsmarkierung anbringt. Unter diesen Umst�nden bietet
die Markierung mit radioaktiven Isotopen eine Alternative,
mit der das Zielprotein einer bestimmten Substanz auf de-
naturierenden Gelen bei kovalenter Wechselwirkung und auf
nicht-denaturierenden Gelen oder durch chromatographische
Fraktionierung (bei nicht-kovalenter Wechselwirkung) sicht-
bar gemacht werden kann. Die Identifizierung des Inhibitor-
proteins der Raf-Kinase (RKIP) als Zielprotein von Locos-
tatin ist ein Beispiel f�r diese Strategie.[43]

Die biologische Funktion potentieller Targets muss vali-
diert werden, vor allem, wenn mehrere Targets f�r eine ein-
zige niedermolekulare Verbindung gefunden werden. Dies
kann mit Verfahren der funktionellen Genomik wie Protein-
�berexpression mit Gain-of-Function, Protein-Knockdown
mit Loss-of-Function und/oder konstitutiv aktiven und do-
minant negativen Mutanten erreicht werden. Die Modulation
der Aktivit�t eines Proteins durch eine Verbindung in le-
benden Zellen kann mit Enzymtests (z. B. auf Kinaseaktivit�t
in Baf-Zellen)[44] oder durch die Bestimmung der Phos-
phorylierung stromabw�rts gelegener Signalkomponenten
durch Western-Blot analysiert werden. Und schließlich kann
die physikalische Wechselwirkung zwischen den Proteinen
und der Verbindung mit biochemischen Verfahren wie
Oberfl�chenplasmonenresonanz (SPR) oder In-vitro-En-
zymtests bestimmt werden.

4. Signalwege f�r die Entwicklung

Die Signalwege f�r die Entwicklung kontrollieren die
Musterbildung im Embryo und das Zellverhalten, und sie
spielen eine entscheidende Rolle bei der Stammzellregulie-
rung. Daher sind Molek�le, die diese Wege selektiv aktivieren
oder inhibieren, wertvolle Werkzeuge f�r die Modulation und
Untersuchung der Stammzellbiologie. In diesem Abschnitt
werden einige Molek�le beschrieben, die die Signalwege der
Zellentwicklung modulieren und mit deren Hilfe verschie-
dene Aspekte der Stammzellbiologie aufgekl�rt wurden
(Tabelle 1). F�r einen ausf�hrlicheren �berblick �ber nie-
dermolekulare Verbindungen, die die kanonischen Signal-
wege der Zellentwicklung beeinflussen, verweisen wir auf
weitere, umfassende Aufs�tze.[45]

4.1. Die kanonische Wnt/b-Catenin-Signalkette

Die Wnt/b-Catenin-Signalkette ist an einer Vielzahl von
Ereignissen beteiligt, bei denen sich embryonale Muster
bilden, und sie vermittelt die Zellentwicklung in einer Viel-
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zahl somatischer Stammzellen.[46] Eine ganze Anzahl nieder-
molekularer Substanzen, die den Wnt-Signalweg aktivieren,
ist bereits beschrieben und zur Untersuchung der Stamm-
zellbiologie eingesetzt worden.[45] Die am h�ufigsten benutz-
ten Verbindungen sind GSK-3b-Inhibitoren, die den Wnt/b-
Catenin-Weg direkt aktivieren, indem sie die Phosphorylie-
rung und die anschließende Zerst�rung von b-Catenin blo-
ckieren (Abbildung 2a).[47] Mit GSK-3b-Inhibitoren wurde
beispielsweise die Selbsterneuerung humaner ES-Zellen be-
f�rdert,[48] und in Kombination mit MEK-Inhibitoren l�sst
sich auch die Selbsterneuerung von murinen ES-Zellen unter
chemisch definierten Bedingungen aufrechterhalten.[49] Mit
GSK-3b-Inhibitoren wurde auch die Bildung von iPS-Zellen
erleichtert,[50] und murine Kardiomyozyten und b-Zellen
(zwei Zelltypen, die ansonsten mitotisch inaktiv sind) ließen
sich so expandieren.[51]

Wnt/b-Catenin-Aktivatoren wurden auch in zellbasierten
Tests und Tests mit ganzen Organismen entdeckt. So fanden
wir mit einem f�r den Wnt-Signalweg spezifischen Screening
ein 2-Amino-4,6-disubstituiertes Pyrimidin, das den Wnt-Sig-
nalweg aktiviert.[52] Anders als viele bekannte Wnt-Aktiva-
toren hemmt diese Verbindung nicht GSK-3b, und ihre Ak-
tivit�t kann durch die dominant negative Mutation Tcf4
blockiert werden. Vermutlich greift diese Verbindung also
stromaufw�rts der Tcf-Faktoren in der kanonischen Wnt/b-
Catenin-Signalkaskade an. In einem anderen Beispiel wurde
mit einem zellbasierten Suchsystem ein Purinderivat (QS11)
gefunden, das synergistisch mit dem Wnt-3a-Liganden
agiert.[53] Mit Affinit�tschromatographie und nachfolgenden
funktionalen Tests wurde nachgewiesen, dass QS11 das
GTPase-aktivierende Protein des ADP-Ribosylierungsfak-
tors 1 (ARFGAP1) bindet und hemmt, was vermuten l�sst,

Tabelle 1: Auswahl niedermolekularer Modulatoren entwicklungsrelevanter Signalwege.

Verbindung Zielstruktur
Funktion

Verbindung Zielstruktur
Funktion

CHIR99021
GSK-3b

Aktivator des kanonischen Wnt/b-
Catenin-Signalweges

Cyclopamin
Smo
Inhibitor des
Hh-Signalweges

Dorsomorphin
Typ I-Rezeptor (ALKs 2, 3, 6)
Inhibitor des BMP-Signalweges

Hh-Ag 1.2/1.3
Smo
Aktivator des
Hh-Signalweges

PD0325901
MEK/ERK1
Inhibitor des MEK-Signalweges

PD173074
FGFR
Inhibitor des
FGF-Signalweges

QS11
ARFGAP1
Wnt/b-Catenin-Synergist

SB-431542
Typ I-Rezeptor (ALKs 4, 5, 7)
Inhibitor des TGF-b-
Signalweges

Robotnikinin
Shh-Ligand
Inhibitor des Hh-Signalweges

XAV939
Tankyrase
Inhibitor des Wnt-
Signalweges
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dass QS11 die Wnt/b-Catenin-Signalstrecke durch Einwirken
auf den Proteintransport moduliert. Weil dieses Molek�l der
bislang einzige bekannte ARFGAP-Inhibitor ist, sollte er
nicht nur n�tzlich f�r die Untersuchung des Wnt/b-Catenin-
Signalweges sein, sondern k�nnte sich auch als hilfreich er-
weisen, um neue Funktionen von ARFGAP in lebenden
Zellen zu erforschen.

Niedermolekulare Verbindungen, die den Wnt/b-Cate-
nin-Signalweg an verschiedenen Stellen der Kaskade unter-
brechen, wurden auch mit zellbasierten Screeningans�tzen
gefunden. Hierzu geh�ren: 1) eine Familie von Benzothia-
zolen (IWP),[54] die Antagonisten des Wnt-Liganden-sezer-
nierenden Proteins Porcupine sind, 2) Molek�le, die Axin-
proteine (XAV939) durch die Hemmung von Tankyrase 1/2
stabilisieren,[55] und 3) Molek�le (PKF115-584), die die Bil-
dung der b-Catenin-Tcf/LEF-Komplexe verhindern.[56] Letz-
tere wurden verwendet, um die weniger differenzierten

Zellen in multiplen Myelomen anzusteu-
ern, die von einem konstitutiven Wnt/b-
Catenin-Signal abh�ngen.[57] Zusammen-
genommen stellen diese Molek�le vielf�ltig
wirksame Werkzeuge dar, um die Rolle der
Wnt-Signalgebung vor dem Hintergrund
verschiedener Stammzellen herauszuar-
beiten.

4.2. Der Hedgehog-Signalweg

Der Hedgehog (Hh)-Signalweg regu-
liert eine Gruppe von biologischen Vor-
g�ngen auf eine gewebespezifische und
dosisabh�ngige Weise, darunter Zellproli-
feration, Differenzierung und Organbil-
dung.[58] Wie beim Wnt/b-Catenin-Signal-
weg wurden auch hier eine Reihe nieder-
molekularer Agonisten (z. B. SAG, Hh-
Ag1.3 und Purmorphamin)[33, 35, 59] und
Antagonisten (z. B. Cyclopamin und
SANT1-4)[59b, 60] gefunden, die das Hh-
Signal modulieren. Allerdings sind fast alle
bekannten niedermolekularen Modulato-
ren des Hh-Signalwegs gegen das Hh-Re-
zeptorprotein Smoothened gerichtet (Smo;
Abbildung 2b). Dennoch waren diese Ver-
bindungen als biologische Sonden in ver-
schiedenen Stammzell- und CSC-Systemen
wertvoll. So wurden mit den Smo-Agonis-
ten Hh-Ag1.3 und Purmorphamin ver-
schiedene neuronale Musterbildungsvor-
g�nge in ES-Zellen und NSCs beein-
flusst.[59a, 61] In einem anderen Beispiel
wurde der Hh-Antagonist Cyclopamin zur
Induktion spezifischer Zelllinien aus ES-
Zellen verwendet, und er hat unser Ver-
st�ndnis von der Signalweitergabe in CSCs
erweitert.[59a,62]

Im Anschluss wurden auch zellbasierte
Screeningans�tze durchgef�hrt, um Ver-

bindungen zu finden, die den Hh-Signalweg unabh�ngig von
Smo modulieren. Beispielsweise entwickelten wir eine Me-
thode mit mesenchymalen Vorl�uferzellen, die stabil mit
einem Promotor der Gli-abh�ngigen Luciferase als Reporter
transfiziert waren, um Verbindungen zu suchen, die den Hh-
Signalweg hemmen. Mit diesem Test identifizierten wir eine
Klasse von 2,4-disubstituierten Thiazolen, von denen ein
Vertreter (JK184) die Gli-abh�ngige Transkriptionsaktivit�t
dosisabh�ngig hemmte.[63] Nachfolgende biochemische und
funktionale Tests ergaben, dass JK184 nicht an Smo bindet,
sondern stattdessen an die der Klasse IV zugeh�rige Alko-
holdehydrogenase 7 (Adh7). Ein anderes Beispiel ist der
zw�lfgliedrige Makrocyclus Robotnikinin, der bei einem
Screening nach Verbindungen, die rekombinantes Sonic
Hedgehog (Shh) binden, gefunden wurde.[64] Robotnikinin
hemmt die Aktivierung des Hh-Signalweges, die durch den
Liganden Shh induziert wird, es hat aber keinen inhibitori-

Abbildung 2. Der kanonische Wnt/b-Catenin- und der Hedgehog-Signalweg: a) Die kanoni-
sche Wnt-Signalkaskade kann durch die Bindung von Wnt-Proteinen an den Membranrezep-
tor Frizzled (Fzd) und an Lipoproteinrezeptor-verwandte Proteine (Lrps) eingeleitet werden.
Ohne ligandenvermittelte Aktivierung des Signalweges wird b-Catenin durch einen zytoplas-
matischen Komplex phosphoryliert, der die Proteine Axin, adenomat�se Polyposis coli
(APC), Caseinkinase-1 (CK1) und Glycogensynthasekinase-3b (GSK-3b) enth�lt. Diese Phos-
phorylierungen markieren letztlich das Zielprotein b-Catenin f�r den Abbau im Proteosom.
Der Axin/APC/CK1/GSK-3b-Komplex wird gehemmt durch Dishelled (Dsh), ein Zytoplasma-
protein, das durch die Bindung von Wnt an seinen Rezeptor aktiviert wird. Die Wnt-Signalge-
bung stabilisiert so b-Catenin, das als Transkriptions-Coaktivator wirkt, indem es sich mit
Transkriptionsfaktoren aus der Tcf/LEF-Familie zusammenlagert. b) Der Hh-Signalweg wird
durch zwei Transmembranproteine, Patched-1 (Ptc1) und Smoothened (Smo), kontrolliert
und durch die Bindung eines sezernierten Hh-Proteins aktiviert. Im Ruhezustand wird die
Smo-Aktivit�t durch Ptc unterdr�ckt, das die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors Gli
durch Proteinkinase A (PKA), GSK-3b und CK1 zul�sst. Durch die Phosphorylierungen wird
Gli in einen inaktiven Transkriptionsrepressor umgewandelt. Wird ein Hh-Ligand gebunden,
wird der inhibitorische Effekt von Ptc durch Smo aufgehoben und Signale werden ausge-
sandt, die die stromabw�rts liegende Transkriptionsfaktorfamilie Gli aktivieren. Die Translo-
kation des Gli-Aktivatorproteins in den Zellkern, die durch die Bindung von Hh an Smo aus-
gel�st wird, f�rdert die Expression der Zielgene der Hh-Signalgebung.
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schen Effekt auf die Expression der Zielgene von Hh in
„patched null“-Fibroblasten oder in Zellen, die mit Pur-
morphamin aktiviert wurden. Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass Robotnikinin die Bindung von Shh an Ptch1
verhindert, allerdings sind die molekularen Details dieses
Mechanismus noch nicht aufgekl�rt.

4.3. Signalwege des transformierenden Wachstumsfaktors-b und
des knochenmorphogenetischen Proteins

Die Superfamilie der sezernierten transformierenden
Wachstumsfaktoren-b (TGFb) besteht aus einer großen
Sammlung extrazellul�rer Faktoren, die Zellwachstum, Zell-
differenzierung, Apoptose, zellul�re Hom�ostase und andere
Funktionen im adulten Organismus und im sich entwickeln-
den Embryo regulieren. Die mehr als 30 Liganden der TGFb-
Familie sind in die Untergruppen TGFb (zu denen die TGFb-
und Activin/Nodal-Liganden geh�ren), knochenmorphoge-
netische Proteine (BMP) und Wachstumsdifferenzierungs-
faktoren (GDF)[65] organisiert.

W�hrend die Signalwege von TGFb und BMP f�r die
Modulation zahlreicher Entwicklungsprozesse verantwortlich
sind und in verschiedenen Krebsarten aktiv sind, gibt es auf
der anderen Seite nur wenige niedermolekulare Substanzen,
die ihre Aktivit�t regulieren. Unter diesen befinden sich Ki-
naseinhibitoren, die die ligandenvermittelte SMAD-Phos-
phorylierung blockieren.[66] So hemmt der ALK4/5/7-Inhibi-
tor SB-431542 die Phosphorylierung von SMAD2/3 und als

Folge die Aktivierung der kanonischen TGFb-Signalgebung
(Abbildung 3). Tats�chlich wurde SB-431542 verwendet, um
1) die Bedeutung der TGFb-Signalgebung f�r die Aufrecht-
erhaltung des undifferenzierten Zustandes humaner ES-
Zellen zu zeigen,[13] 2) den Reprogrammierungsfaktor Sox2
w�hrend der Bildung muriner iPS-Zellen zu ersetzen[67] und
3) die Differenzierung von Glioblastom-CSCs zu f�rdern.[68]

Dorsomorphin, ein Hemmstoff der BMP-vermittelten Si-
gnaltransduktion durch SMAD1/5/8 (Abbildung 3) wurde in
einem Screening anhand der Entwicklung von Zebrafischen
entdeckt.[66b] Das Molek�l ist verwendet worden, um die
Myokard-Differenzierung aus murinen ES-Zellen durch
Blockade des BMP-Signals zu verst�rken.[69] Außerdem f�r-
dert die Kombination aus SB-431542 und Dorsomorphin in
humanen ES-Zellen die robuste und effiziente neuronale
Differenzierung auf Kosten anderer Abstammungslinien.[70]

4.4. Signalwege des Fibroblasten-Wachstumsfaktors

Das System der Fibroblasten-Wachstumsfaktoren (FGF)
besteht aus einer der vielseitigsten Wachstumsfaktorfamilien
in Wirbeltieren, und es spielt eine entscheidende Rolle bei
zahlreichen biologischen Vorg�ngen.[71] Die Bindung der
FGFs an ihre zugeh�rigen Rezeptoren f�hrt zur Rezeptor-
Dimerisierung, zur Autophosphorylierung der Tyrosinkinase
und zur Zusammenlagerung und Rekrutierung von Signal-
komplexen. Die FGF-Signaltransduktion verl�uft letztlich
�ber einen oder eine Kombination von drei Signalwegen:
1) PLCg/Ca2+-Signalweg, 2) Phosphoinositol-3-kinase(PI3K)/
Akt-Signalweg und/oder 3) Ras/MAPK-Signalweg (MAPK =

Mitogen-aktivierte Proteinkinase; Abbildung 4). Zu den
wichtigsten Funktionen der FGF-Signalgebung in der
Stammzellbiologie geh�ren die Erhaltung von neuronalen
Stammzellen und die Selbsterneuerung humaner ES-Zellen.
Folglich wird in fast allen aktuellen Vorschriften f�r die
Kultivierung von NSCs oder humanen ES-Zellen basisches
FGF (bFGF) zugegeben.[11, 72]

Es gibt eine große Zahl niedermolekularer Verbindungen,
mit deren Hilfe die verschiedenen Aspekte der FGF-Signal-
transduktion spezifisch kontrolliert werden k�nnen. So
wurden FGF-Rezeptor(FGFR)-Inhibitoren verwendet, um
einzelne Teilvorg�nge der Selbsterneuerung von ES-Zellen in
Maus, Ratte und Mensch aufzukl�ren.[13b, 49,73] Dar�ber hinaus
ließ sich mit PI3K-Inhibitoren die Proliferation von Prostata-
CSCs differentiell hemmen,[74] und MEK/ERK-Inhibitoren
werden routinem�ßig verwendet, um die Selbsterneuerung
von murinen ES-Zellen aufrechtzuerhalten und die Bildung
von iPS zu vermitteln.[49,50]

5. Chemische Kontrolle des Entwicklungspotenzials
embryonaler M�usestammzellen

Murine ES-Zellen k�nnen unbegrenzt in Kultur gehalten
oder in alle Zelltypen des adulten Organismus differenziert
werden.[5c,10,75] Im folgenden Abschnitt werden wir die Ver-
bindungen vorstellen, die eingesetzt werden, um die Ent-
wicklungsrichtung muriner ES-Zellen zu steuern (Tabelle 2).

Abbildung 3. Signalwege des knochenmorphogenetischen Proteins
(BMP) und des transformierenden Wachstumsfaktors-b (TGFb). Ligan-
den der TGFb-Superfamilie werden als proteolytisch prozessierte Ho-
modimere sezerniert und l�sen das Signal �ber einen heterotetrame-
ren Rezeptorkomplex aus, der aus zwei Arten von Serin/Threonin-Kina-
sen besteht. Die Liganden der TGFb-Superfamilien binden an einen
Typ-II-Rezeptor (ACVR2, ACVR2B, TGFBR2, BMPR2 und AMHR2), der
einen Typ-I-Rezeptor rekrutiert und phosphoryliert (Activinrezeptor-
�hnliche Kinaserezeptoren 1–7); verschiedene Rezeptorkombinationen
dienen zur Erkennung spezifischer Liganden und l�sen unterschiedli-
che Signale aus. Der Typ-I-Rezeptor phosphoryliert rezeptorregulierte
SMADs (SMAD1/5/8 f�r BMP-Signalgebung und SMAD2/3 f�r TGFb-
Signalgebung), die dann coSMAD–SMAD4 binden (rot dargestellt).
Die SMAD/coSMAD-Komplexe sammeln sich im Kern an (gr�n/rot
dargestellt), wo sie als Transkriptionsfaktoren wirken und an der Regu-
lation der Zielgen-Expression beteiligt sind. Ausgew�hlte Elemente der
BMP- und TGFb-Signalwege sind lila und blau dargestellt.
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5.1. Selbsterneuerung muriner ES-Zellen mit bekannten
Zielstruktur- und Signalweg-basierten Modulatoren

Die Selbsterneuerung embryonaler M�usestammzellen
kann durch die LIF-abh�ngige Aktivierung von STAT3
(signal transducer and activator of transcription 3), die schon
lange als entscheidender Mechanismus betrachtet wird, �ber
den murine ES-Zellen den undifferenzierten Zustand erhal-
ten, reguliert werden.[12] LIF wirkt, indem es die Heterodi-
merisierung von gp130 mit dem LIF-Rezeptor (LIFR) ver-
mittelt, wodurch die Janus-assoziierten (JAK) Tyrosinkinasen
und danach STAT3 aktiviert werden. Gleichzeitig reguliert
LIF auch die ERK1/2-Aktivit�t hoch. Dies f�rdert die Dif-
ferenzierung,[76] was darauf hindeutet, dass die Balance zwi-

schen den LIF-induzierten STAT3- und ERK-Signalen
wichtig ist, um die Entwicklungsrichtung einer sich teilenden,
undifferenzierten ES-Zelle festzulegen.[75b] Dies ist im Ein-

Abbildung 4. Die Signale des Fibroblasten-Wachstumsfaktors k�nnen
mehrere Signalwege ausl�sen: a) den PLCg/Ca2+-Signalweg (blau),
(b) den PI3K-Signalweg (orange) und/oder c) den MAPK-Signalweg
(gr�n). a) Die Aktivierung des FGF-Signalweges f�hrt zur Trans-Auto-
phosphorylierung und legt Bindestellen f�r stromabw�rts liegende Ef-
fektoren frei, sodass die aktivierten FGFRs verschiedene intrazellul�re
Signalwege anstoßen k�nnen. Im Fall des PLCg/Ca2+-Signalweges akti-
viert die Bindung von PLC an FGFR die PLCg-vermittelte Hydrolyse
von Phosphatidylinositol-4,5-diphosphat (PIP2) zu zwei Sekund�rboten-
stoffen, Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG). Pro-
teinkinase C (PKC) wird durch Diacylglycerin aktiviert, w�hrend IP3 die
Freisetzung von intrazellul�rem Ca2+ aus dem endoplasmatischen Reti-
kulum stimuliert. b) Der Phosphoinositid-3-kinase(PI3K)/Akt-Signalweg
kann nach FGFR-Aktivierung �ber drei Mechanismen induziert werden:
1) Gab1 kann an FRS2 indirekt �ber Grb2 binden, wodurch der PI3K/
Akt-Signalweg �ber p85 aktiviert wird; 2) die regulatorische Unterein-
heit p85 der PI3K kann an einen phosphorylierten Tyrosinrest von
FGFR binden; 3) aktiviertes Ras kann die katalytische Untereinheit
p110 der PI3K aktivieren. c) Die MAPK-Signalgebung wird eingeleitet,
wenn das FGFR-Substrat 2 (FRS2) durch das aktivierte FGFR-Homodi-
mer gespalten und phosphoryliert wird; dadurch kann es das Adapter-
protein Grb2 (growth factor receptor-bound) und den Guaninnukle-
otid-Austauschfaktor Sos (Son of sevenless) an die Plasmamembran
rekrutieren. Das membranlokalisierte Sos vermittelt dann die Ras-ab-
h�ngige Aktivierung der Raf-Kinase, und dies l�st die MEK/ERK-Kina-
sekaskade aus, was in die Aktivierung der MAPK-abh�ngigen Tran-
skriptionsfaktoren m�ndet. Der MAPK-Signalweg aktiviert Gene, die
den Eintritt in die G1-Phase des Zellzyklus und das Fortschreiten des
Zellzyklus vermitteln; eine verl�ngerte MAPK-Signalgebung dagegen ist
ein wirkungsvoller Induktor der Zelldifferenzierung.

Tabelle 2: Auswahl niedermolekularer Modulatoren der embryonalen
Stammzellentwicklung.

Verbindung Zielstruktur
Funktion

all-trans-Retins�ure
RAR/RXR
Vermittelt die Zelldifferenzierung in
verschiedenen Kontexten

Cardiogenol C
Steuert die Kardiomyozyten-Diffe-
renzierung muriner ES-Zellen

SU5402
FGFR und VEGFR
Wurde verwendet, um die Rolle des
FGF-Signalweges f�r die Entwick-
lungsrichtung der ES-Zellen zu be-
stimmen

Verapamil
Ca2+-Kanal vom l-Typ
Vermittelt die Differenzierung von
murinen ES-Zellen zu Kardiomyo-
zyten

BIO
GSK-3b

Vermittelt die Selbsterneuerung von
murinen und humanen ES-Zellen

IQ-1
PP2A
H�lt murine ES-Zellen im undiffe-
renzierten Zustand

TWS119
GSK-3b

Steuert die neuronale Differenzie-
rung von murinen ES-Zellen

Y-27632
Rho-Kinase
Erh�ht die Effizienz der klonalen
Expansion humaner ES-Zellen
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klang mit dem Befund, dass der MEK/ERK-Inhibitor
PD098059 in Gegenwart von LIF die Selbsterneuerung von
ES-Zellen der Maus verst�rkt, was auch die Vorstellung
st�tzt, dass die Aktivierung von ERK die Selbsterneuerung
beeintr�chtigt.[76]

Daneben wurden auch andere Wege identifiziert, die zur
Regulation der Selbsterneuerung in murinen ES-Zellen bei-
tragen, unter anderem die BMP-, PI3K-, Wnt/b-Catenin- und
Nanog-Signalwege. Beispielsweise reicht in serumfreier
Kultur LIF nicht aus, um die neuronale Differenzierung zu
blockieren und die Pluripotenz aufrechtzuerhalten. Qi et al.
fanden heraus, dass BMP4, das von Feeder-Zellen abgegeben
wird, eine herausragende Rolle bei der Selbsterneuerung von
M�use-ES-Zellen spielt.[77] Tats�chlich k�nnen M�use-ES-
Zellen ohne Serum oder Feeder-Zellen aus einzelnen Zellen
nur mit LIF plus BMP4 vermehrt oder de novo abgeleitet
werden.[77, 78] Die Auftrennung dieses Signalweges l�sst ver-
muten, dass BMP4 die Selbsterneuerung in murinen ES-
Zellen durch Hemmung der ERK- und p38-MAPK-Signal-
wege f�rdert, die beide die Differenzierung induzieren.
Dieser Mechanismus wurde mit Hemmstoffen f�r MEK
(PD098059) und p38-MAPK (SB203580) validiert, die auch
die Ableitung von murinen ES-Zellen von Embryos erm�g-
lichen, denen der BMP4-Rezeptor fehlt.[77] Wie BMP beein-
flusst auch der PI3K-Signalweg die Selbsterneuerung von
Maus-ES-Zellen �ber die MEK/ERK-Signalgebung. So f�hrt
die Behandlung von Maus-ES-Zellen mit einem PI3K-
Hemmstoff (LY294002) zu einer verringerten F�higkeit von
LIF, die Selbsterneuerung in Gang zu halten, sodass die
Zellen gleichzeitig eine differenzierte Morphologie einneh-
men. Die Hemmung der PI3Ks verst�rkt die LIF-induzierte
Signalgebung durch ERKs und lenkt dadurch die Differen-
zierung �ber den ERK-Zweig der LIF-induzierten Signalge-
bung. Außerdem kehrt die Hemmung von MEK den Einfluss
der PI3K-Inhibition auf die Selbsterneuerung um, vermutlich,
weil die gesteigerte ERK-Aktivit�t, die nach Hemmung
durch PI3K beobachtet wurde, zu der beobachteten funktio-
nalen Antwort beitr�gt.[79]

Die Aktivierung des Wnt/b-Catenin-Signalwegs mit 6-
Bromindirubin-3’-oxim (BIO) – einem Inhibitor von GSK-3b

und anderen Kinasen – kann die Selbsterneuerung von Maus-
ES-Zellen auch ohne LIF oder Feeder-Zellen vermitteln[48]

und die Ableitung von Maus-ES-Zellen aus verschiedenen
M�usest�mmen verbessern.[80] Studien ergaben, dass die
Aufrechterhaltung des zellul�ren c-Myc-Spiegels ein kriti-
scher Faktor f�r die BIO-vermittelte Selbsterneuerung ist:
Die Hemmung von GSK-3b unterdr�ckt die c-Myc-T58-
Phosphorylierung und den nachfolgenden Abbau.[81} Diese
Beobachtung schl�gt eine unmittelbare Br�cke zwischen dem
LIF- und dem Wnt-Signalweg (die c-Myc-Expression wird
durch LIF-vermittelte STAT3-Kerntranslokation aktiviert).
Es ist aber auch m�glich, dass BIO �ber alternative Signal-
wege agiert, weil die Hemmung von GSK-3b von zentraler
Bedeutung f�r die Signaltransduktion, unter anderem in Hh-,
PI3K/AKT-, nichtkanonischem Wnt- und cAMP-Signalwe-
gen ist.[47b] Bone et al. setzten eine Serie von GSK-3b-spezi-
fischen Inhibitoren in einem Testsystem mit sich erneuernden
embryonalen M�usestammzellen ein und fanden, dass die
GSK-3b-Hemmung die Selbsterneuerung der Stammzellen in

Serum und/oder LIF-haltigen Medien verst�rkt.[82] Sie zeigten
aber auch, dass die Hemmung von GSK-3b alleine nicht
ausreicht, um LIF �berfl�ssig zu machen. Außerdem stellten
sie fest, dass fr�here Daten zu anderen GSK-3b-Inhibitoren
(z. B. BIO und TWS119) vermengt waren, da diese Verbin-
dungen auch mit anderen wichtigen Signalwegen der Selbst-
erneuerung in ES-Zellen wechselwirken (z.B. PI3K und
MAPK).

Niedermolekulare Modulatoren der Signaltransduktions-
wege haben auch dazu beigetragen, Einblicke in die Unter-
schiede zwischen murinen und humanen ES-Zellen zu ge-
winnen. EpiSCs, die das murine Gegenst�ck zu humanen ES-
Zellen darstellen, reagieren nicht auf LIF, sondern ben�tigen
stattdessen eine Supplementierung des Mediums mit bFGF
und Activin (siehe Abschnitt 2.2, Bedingungen f�r humane
ES-Zellen). Auch die Hemmung des Activin/Nodal-Weges in
EpiSCs mit dem ALK4/5/7-Inhibitor SB-431542 f�rdert –
ebenso wie in humanen ES-Zellen – die Differenzierung in
Richtung neuroektodermaler Zelltypen.[83] Im Gegensatz
dazu behalten murine ES-Zellen ihre Pluripotenzmarker bei
Hemmung des Activin/Nodal-Weges. Andererseits unter-
st�tzt die Hemmung der STAT3-Phosphorylierung am Tyro-
sin705 mit einem JAK-Inhibitor (Jaki I) den undifferenzier-
ten Zustand von EpiSCs und f�rdert die Differenzierung in
murinen ES-Zellen. Dar�ber hinaus lassen sich ES-Zellen der
Maus, die mit JAK- und Activin/Nodal-Hemmern behandelt
wurden, nicht von EpiSCs unterscheiden, die nur mit dem
Activin/Nodal-Inhibitor behandelt wurden.[15a] Diese Ver-
suchsreihe verdeutlicht die schrittweise Differenzierung von
Maus-ES-Zellen beginnend mit der aus Blastozysten erwor-
benen molekularen Signatur �ber die Epiblasten-Signatur bis
letztlich zu neuroektodermalen Zellen. Wichtig ist, dass auch
humane ES-Zellen die Pluripotenzgene schnell herunterre-
geln und neuronale Eigenschaften erwerben, wenn sie nur mit
dem Activin/Nodal-Inhibitor behandelt werden.[15a, 83] Diese
Befunde stimmen mit der Beobachtung �berein, dass EpiSCs
und menschliche ES-Zellen funktionell �hnlich sind (Abbil-
dung 1).

Aufgrund dieser und anderer mechanistischer Erkennt-
nisse werden nun zahlreiche Target-gerichtete Kinaseinhibi-
toren eingesetzt, um die Selbsterneuerungsmechanismen von
Maus-ES-Zellen aufzukl�ren. Beispielsweise werden Inhibi-
toren von p38, MAPK und MEK verwendet, um stromab-
w�rts liegende Effektoren der BMP4- und LIF-Signalketten
zu identifizieren.[76, 77, 84] Inhibitoren der Tyrosinkinasen der
Src-Familie wurden eingesetzt, um die individuellen Beitr�ge
der verschiedenen Kinasen der Src-Familie voneinander ab-
zugrenzen.[85] Mit einem gamma-Secretase-Inhibitor wurde
der Notch-Signalweg untersucht,[86] und mit Hemmern der
FGF-Signalgebung wurden die stromabw�rts liegenden Bei-
tr�ge zu Selbsterneuerung und/oder neuronaler Differenzie-
rung aufgetrennt.[84c,d, 86, 87] Unbestritten f�hrt der Einsatz
niedermolekularer Hemmstoffe definierter Komponenten
eines Signalweges zu einem genaueren Verst�ndnis der
komplexen Regelkreise der Stammzellbiologie.
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5.2. Identifizierung und Charakterisierung neuer Modulatoren
der Selbsterneuerung muriner ES-Zellen

Ungerichtete ph�notypische Screeningl�ufe mit chemi-
schen Bibliotheken sind ebenfalls n�tzlich f�r die Identifi-
zierung von Molek�len, die Selbsterneuerung und Differen-
zierung von ES-Zellen modulieren. Mit diesem Ansatz ent-
deckt man mit guter Wahrscheinlichkeit Molek�le, die �ber
neue oder unerwartete Mechanismen wirken. Um beispiels-
weise Verbindungen zu identifizieren, die die Selbsterneue-
rung von Maus-ES-Zellen vermitteln, wurde eine transgene
Reporter-ES-Zelllinie, die GFP unter Kontrolle der regula-
torischen Elemente Oct4 (als Marker f�r Pluripotenz) expri-
miert, zum Screening von Verbindungen unter LIF-freien
Differenzierungsbedingungen genutzt. Diese Strategie f�hrte
zur Identifizierung von Pluripotin, das eine homogene
Langzeit-Selbsterneuerung von murinen ES-Zellen in che-
misch definiertem Medium (ohne Feeder-Zellen, Serum, LIF
oder BMP4 f�r mehr als 10 Passagen) erh�lt.[38] Mit Pluripotin
expandierte Maus-ES-Zellen exprimierten verschiedene
Pluripotenz-assoziierte Marker (Oct4 und alkalische Phos-
phatase, ALP), konnten in vitro in Gewebetypen differen-
zieren, die jedes der drei prim�ren Keimbl�tter repr�sentie-
ren, und waren in vivo keimbahnkompetent (Abbildung 5a).
Nachfolgende Experimente zeigten, dass Pluripotin unab-
h�ngig von den kanonischen Signalwegen der Selbsterneue-
rung von Maus-ES-Zellen (darunter LIF-STAT3, BMP und

Wnt/b-Catenin) wirkt, sondern stattdessen durch gleichzeiti-
ge Hemmung von ERK1 und des Ras-GTPase-aktivierenden
Proteins agiert (RasGAP; Abbildung 5b). Pluripotin wurde
auch verwendet, um Maus-ES-Zelllinien von refrakt�ren
St�mmen abzuleiten; dies weist ebenfalls darauf hin, dass die
Hemmung von ERK1 und RasGAP die Aufrechterhaltung
des undifferenzierten, pluripotenten Status vermittelt.[88]

In einer Folgestudie wurde mit einem Screening auf Basis
der ALP-Expression die Verbindung IQ-1 identifiziert, die
die Langzeit-Expansion von ES-Zellen in Wnt-3a-haltigem
Medium ohne Feeder-Zellschicht oder LIF induziert.[89] IQ-1
hemmt PR72/PR130, blockiert dadurch die Assoziation von
b-Catenin mit p300 und f�rdert die Wechselwirkung von b-
Catenin mit CBP. Es scheint also, dass die Zunahme der b-
Catenin/CBP-vermittelten Transkription auf Kosten der b-
Catenin/p300-vermittelten Transkription entscheidend f�r die
Erhaltung der ES-Zell-Pluripotenz bei M�usen ist. Interes-
santerweise wirkt IQ-1 auf einen ganz anderen Signalweg als
Pluripotin, was nebenbei die Effektivit�t ungerichteter
Suchverfahren zur Identifizierung neuer Mechanismen
belegt. Außerdem hat die Arbeit mit IQ-1 weitere Hinweise
auf die Rolle der Wnt/b-Catenin-Signalgebung bei der
Selbsterneuerung von murinen ES-Zellen gegeben.

Vor kurzem zeigten Q.-L. Ying, A. Smith und Mitarbeiter,
dass Maus-ES-Zellen in Medien ohne Wachstumsfaktoren,
Feeder-Zellen und Serum durch Zugabe eines Cocktails von
niedermolekularen Inhibitoren (gegen MEK und GSK-3b

oder MEK, GSK-3b und FGFR) ohne Differenzierung kul-
tiviert werden k�nnen.[49] Dies waren die ersten chemisch
definierten Medien zur Z�chtung von Maus-ES-Zellen.
Damit war klar, dass die Zellen ein angeborenes Programm
zur Selbstreplikation besitzen, das keine extrinsische Anlei-
tung ben�tigt. Ying et al. erhielten die ersten keimbahn-
kompetenten Ratten-ES-Zelllinien,[73b,c] indem sie MEK- und
FGF-Inhibitoren f�r Ableitung, Expansion und Erhaltung
der Selbsterneuerung verwendeten. So haben diese chemi-
schen Ans�tze unser Wissen um die Signalwege und unsere
F�higkeit zur Kontrolle der Selbsterneuerung von ES-Zellen
stark erweitert.

5.3. Gerichtete Differenzierung von Maus-ES-Zellen

Maus-ES-Zellen besitzen die Anlage f�r die Bildung aller
f�talen und adulten Zelltypen.[75a] Der Nutzen von Maus-ES-
Zellen als Entwicklungsmodell oder als Quelle definierter
Zellpopulationen (z. B. f�r pharmazeutische Screeningsyste-
me) wird jedoch dadurch beeintr�chtigt, dass sich die Diffe-
renzierung in vitro nur schwer kontrollieren l�sst.[9, 90] Eine
Methode, die entwickelt wurde, um die Differenzierung ein-
zuleiten, beinhaltet die Entfernung der ES-Zellen aus LIF-
haltigem Medium und �berf�hrung in Suspensionskultur.
Unter diesen Bedingungen bilden die Zellen Aggregate aus
differenzierten und undifferenzierten Zellen (so genannten
Embryoidk�rperchen; embryoid bodies, EBs).[91] Zell-Zell-
Wechselwirkungen zusammen mit einem differenziellen
Zugang zu N�hrstoffen und Wachstumsfaktoren f�hren zu
einer heterogenen Differenzierung in eine Reihe von Ent-
wicklungslinien. Nach einem anderen Verfahren werden ES-

Abbildung 5. Pluripotin h�lt die Selbsterneuerung in murinen ES-Zellen
aufrecht: a) Mittels Pluripotin expandierte Maus-ES-Zellen, die unter
LIF- und Feeder-freien Bedingungen gehalten werden, exprimieren
Gene, die f�r den selbsterneuernden, pluripotenten Zustand charakte-
ristisch sind (Oct4 und ALP), und verm�gen zur Mausentwicklung bei-
zutragen. Abdruck mit Genehmigung aus Lit. [38]; Copyright 2006, Na-
tional Academy of Sciences, USA. b) Vorgeschlagener Wirkmechanis-
mus von Pluripotin.
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Zellen direkt auf Stromazellen kultiviert, und die Differen-
zierung findet in Kontakt mit diesen Zellen statt.[92] Aller-
dings k�nnen undefinierte Faktoren, die von diesen Helfer-
zellen produziert werden, die Differenzierung der Maus-ES-
Zellen zu unerw�nschten Zelltypen beeinflussen. Nach einer
dritten Vorschrift werden Maus-ES-Zellen als Monoschicht
auf extrazellul�ren Matrixproteinen differenziert.[93] Die
Differenzierung in Monoschichten auf bekannten Substraten
kann den Einfluss der Nachbarzellen minimieren und in
dieser Hinsicht eine einfache, reproduzierbare Methode dar-
stellen, um ES-Zellen in die gew�nschte Richtung zu diffe-
renzieren. Diese Strategie l�sst sich jedoch nur auf eine kleine
Zahl der mehr als 200 Zelltypen anwenden, aus denen ein
adulter Organismus besteht. Klar ist, dass die Spezifikation
der prim�ren Entwicklungslinien nicht gut verstanden ist und
in vielen F�llen die Differenzierungsmethoden daher
schwankende und heterogene Ergebnisse hervorbringen. Es
werden also effizientere und selektivere Verfahren ben�tigt,
um die Differenzierung von ES-Zellen zur Produktion ho-
mogener Populationen bestimmter Zelltypen anzuregen.
Daher haben wir und andere Bibliotheken niedermolekularer
Verbindungen unter verschiedenen Randbedingungen
durchsucht, um Werkzeuge zu identifizieren, mit denen die
Mechanismen aufgekl�rt und kontrolliert werden k�nnen, die
die Linienauswahl in Maus-ES-Zellen regulieren.

5.4.1. Neuronale Differenzierung

Das Nervensystem besteht haupts�chlich aus Zellen ohne
oder mit eingeschr�nktem Expansionspotenzial, darunter
Gliazellen (d.h. Astrocyten und Oligodendrocyten) und
Neuronen (von denen es viele Unterarten gibt).[94] Verlust
oder Besch�digung dieser Zellen kann zu verheerenden Er-
krankungen f�hren. So ist der Verlust dopaminerger Neuro-
nen mit der Parkinsonschen Krankheit assoziiert, wiederholte
Sch�digungen der Oligodendrozyten l�sen multiple Sklerose
aus, und der Verlust der mittelgroßen dornentragenden
(„medium spiny“) Projektionsneuronen im Striatum ist mit
Chorea Huntington assoziiert.[95] In mehreren Arbeitsgrup-
pen wurde mit der Entwicklung schrittweiser Differenzie-
rungsverfahren begonnen, um neuronale Vorl�uferzel-
len,[1, 87,96] gemischte Populationen von Neuronen[40, 62,97] und
homogene Subtyp-spezifische neuronale Populationen[61c,62b]

aus Maus-ES-Zellen zu gewinnen. Der Einsatz von nieder-
molekularen Verbindungen in chemischen Differenzierungs-
protokollen hat dabei geholfen, die Signalwege nachzu-
zeichnen und die Mechanismen aufzukl�ren, die die neuro-
nale Differenzierung gegen�ber ES-Zellen steuern. Letztlich
k�nnen solche Zellen benutzt werden, um die Entwicklung
von neuronalen Krankheiten im Labor zu untersuchen und
um vielleicht Verfahren zu finden, um Zellen f�r regenerative
Therapien zu erzeugen.

In einem Fall f�hrten wir ein zellbasiertes ph�notypisches
Screening durch, um niedermolekulare Verbindungen zu
suchen, die die neuronale Differenzierung von Maus-ES-
Zellen induzieren. Eine pluripotente Mauszelllinie wurde
stabil mit einem Luciferase-Reportergen unter Kontrolle
eines neuronalen differenzierungsspezifischen Promotors
(Tubulin alpha-1a) transfiziert, um eine große Zahl einzelner

niedermolekularer Verbindungen zu durchmustern. Die pri-
m�ren Treffer wurden durch Immunfluoreszenzf�rbung
mehrerer spezifisch neuronaler Marker, darunter Map-2ab,
bIII-Tubulin, Neurofilament-M und Synapsin, validiert. In
diesen Tests und nachfolgenden Struktur-Wirkungs-Analysen
wurde ein disubstituiertes Pyrrolopyrimidin, TWS119, ge-
funden, das die neuronale Differenzierung in Maus-ES-
Zellen wirksam induziert.[40] TWS119 wurde dann �ber eine
f�r die Wirkung unerhebliche Gruppe an eine Affinit�tsma-
trix gebunden. In einem Test ließ sich damit GSK-3b veran-
kern. Western-Blots von mit TWS119 behandelten Zellen
zeigten einen Anstieg der b-Cateninkonzentration, was einen
Wirkungsmechanismus �ber den kanonischen Wnt/b-Caten-
inweg vermuten l�sst (Abbildung 2a). In einer Reihe von
Untersuchungen wurde dann gezeigt, dass die Hemmung von
GSK-3b in geeignetem Umfeld eine Rolle bei neuronaler
Subtyp-spezifischer Differenzierung[98] und Expansion neu-
ronaler Vorl�uferzellen[99] spielen kann. W�hrend die kom-
plexen mechanistischen Zusammenh�nge der Beteiligung
von GSK-3b an der neuronalen Entwicklung noch weiter
untersucht werden m�ssen, ist die prinzipielle Beteiligung
von GSK-3b klar.

Eine große Herausforderung bei der Erzeugung hoch-
spezifischer neuronaler Subtypen aus pluripotenten ES-
Zellen ist die Notwendigkeit f�r sequenzielle Signale, denn
die Zellen reifen auf dem Weg �ber verschiedene Vorl�ufer-
Zelllinien. Um dieses Problem zu l�sen, z�chteten Jessell
et al. Motoneuronen schrittweise aus Maus-ES-Zellen.[61c]

Zun�chst wurden EBs mit Induktionssignalen aus der PA6-
Stromazelllinie erzeugt. Diese wurden dann mithilfe von
Retins�ure (RA) in neuronale Vorl�uferzellen differenziert,
die wiederum mithilfe eines spezifischen niedermolekularen
Agonisten (Hh-Ag1.3) des Hh-Signalweges in Motoneuron-
Vorl�ufer umgewandelt wurden. Durch zeitliche Verfolgung
des Vorgangs konnte beobachtet werden, wie die sich entwi-
ckelnden Motoneuronen die erwarteten Entwicklungsmarker
sequenziell und zeitabh�ngig exprimierten. Wichtig war, dass
die aus den ES-Zellen entstandenen Motoneuronen das em-
bryonale R�ckenmark besiedelten und Synapsen mit den
zugeh�rigen Muskeln ausbildeten, wenn man sie in H�hn-
chenembryos verpflanzte. Sp�ter verfolgten Vanderhaeghen
und Mitarbeiter eine �hnliche Strategie, um Pyramidenzellen
der Hirnrinde aus ES-Zellen zu entwickeln.[62b] Auch dieser
Vorgang erforderte eine schrittweise Differenzierung �ber
verschiedene aufeinanderfolgende Vorl�uferstadien, bis die
endg�ltigen Charakteristika kortikaler Neuronen erreicht
waren. Ein prim�rer Schritt in dieser Differenzierungskas-
kade war die Hemmung des Hh-Signals mit Cyclopamin:
Wenn das Hh-Signal nicht ausreichend blockiert wurde, ent-
standen aus den meisten neuronalen Vorl�uferzellen
GABAerge Vorl�ufer anstelle der kortikalen Vorl�ufer.

Die Folgerung aus diesen Ergebnissen scheint zu sein,
dass eine effektive Strategie zur Steuerung der Differenzie-
rung zu reifen Zelltypen iterative Schritte �ber verschiedene
Zwischenstufen der Zellentwicklung erfordert. Entsprechend
k�nnten Screening-Strategien, die sequenziell und/oder mit
Kombinationen von Wirkstoffen durchgef�hrt werden, ein
Weg sein, um die Differenzierung zu Zelltypen zu dirigieren,
die man sonst aus ES-Zellen nicht effizient ableiten k�nnte.
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5.4.2. Differenzierung von b-Zellen

Diabetes Typ 1 ist die Folge einer Zerst�rung der insu-
linproduzierenden b-Zellen des Pankreas durch Autoanti-
k�rper. Obwohl die b-Zellen direkt durch die Gabe von In-
sulin ersetzt werden k�nnen, erfordert dies eine regelm�ßige
Bestimmung des Blutglucosespiegels und zieht Komplika-
tionen nach sich.[100] Eine Therapie f�r Diabetes muss daher
Ersatz f�r die verlorenen b-Zellen schaffen und die Autoim-
munreaktion unterbinden. Klinische Studien ergaben, dass
die Transplantation von Inselzellen eine vor�bergehende
Unabh�ngigkeit von Insulin und eine Erleichterung bei dia-
betesbedingten Symptomen schafft,[101] womit der prinzipielle
Nachweis gef�hrt ist, dass eine Restauration der funktionalen
b-Zell-Population den Krankheitsverlauf umkehren w�rde.
Der Mangel an Donorzellen hoher Qualit�t hat die Suche
nach alternativen Quellen f�r b-Zellen verst�rkt. Inzwischen
werden mehrere Ans�tze verfolgt, um funktionelle b-Zellen
f�r zellbasierte Therapien zu erzeugen. Eine Strategie l�uft
�ber die Expansion prim�rer b-Zellen (siehe Abschnitt 10);
bei einer zweiten wird versucht, andere reife Entwicklungs-
linien in b-Zellen umzulenken („Trans-Differenzierung“);[102]

in einem dritten Ansatz wird versucht, b-Zellen aus pluripo-
tenten Vorl�uferzellen zu erzeugen.[103]

Die Versuche, pluripotente Zellen in b-Zellen zu diffe-
renzieren, waren auch auf schrittweise Differenzierungsvor-
schriften konzentriert, mit denen die in vivo beobachteten

Entwicklungsprozesse nachvollzogen werden sollten. Dazu
m�ssen zun�chst pluripotente Zellen zu definitivem Endo-
derm differenziert werden, danach zu Pankreas-Vorl�ufer-
zellen, anschließend zu endokrinen Vorl�uferzellen und zu-
letzt zu reifen b-Zellen (Abbildung 6a). Solche Verfahren
sind allerdings zeit- und arbeitsintensiv und liefern die b-
Zellen nur in schlechten Ausbeuten (< 1% der Ausgangspo-
pulation), und obwohl die entstehenden Zellen b-Zellen
�hneln, sind sie oft nicht in der Lage, funktionell auf Gluco-
sestimulation zu reagieren.[104] Um diese H�rden zu �ber-
winden, suchen inzwischen einige Arbeitsgruppen nach nie-
dermolekularen Verbindungen, die die individuellen Ent-
wicklungsschritte w�hrend der Umwandlung von pluripo-
tenten Zellen in funktionelle b-Zellen potenzieren.

In einer Versuchsreihe suchten wir nach Molek�len, die
den ersten Schritt in der Entwicklung von Pankreas-b-Zellen
aus Maus-ES-Zellen, der Bildung des definitiven Endoderms,
beschleunigen. Außer zu definitivem Endoderm k�nnen sich
ES-Zellen auch zu extraembryonalen endodermalen Linien
(d.h. primitives Endoderm und viszerales Endoderm) diffe-
renzieren, die nicht zur Bildung von b-Zelllinien in der Lage
sind. Um Verbindungen zu finden, die die Bildung des defi-
nitiven Endoderms f�rdern, wurden Maus-ES-Zellen als
Monoschicht serumfrei mit Activin A ausplattiert und der
Substanzbibliothek ausgesetzt. Mit einem Test, der an eine
Bildauswertung gekoppelt ist, wurden Molek�le identifiziert,
die ES-Zellen in Sox17-positive und Sox7-negative Zellen

Abbildung 6. Ableitung von b-Zellen aus pluripotenten Stammzellen. a) Pluripotente humane und murine Zellen k�nnen zur Differenzierung in b-
Zellen gelenkt werden, indem die Embryonalentwicklung des Pankreas schrittweise nachvollzogen wird. b) Stauprimid potenziert die Differenzie-
rung pluripotenter Stammzellen hin zu mehreren Abstammungslinien (definitives Endoderm, neuronales Ektoderm, Mesoderm, schlagende Kar-
diomyozyten), wenn sie mit linienspezifischen Signalen kombiniert werden. Abdruck mit Genehmigung aus Lit. [41]; Copyright 2009, Elsevier.
c) IDE-2 induziert die Spezifizierung der Entwicklungslinie von murinen oder humanen ES-Zellen zu definitivem Endoderm. d) (�)-Indolactam V
(ILV) bringt definitive Endodermzellen zur Reifung zu Pdx1-exprimierenden Pankreas-Vorl�uferzellen. Abdruck von (c) und (d) mit Genehmigung
aus Lit. [106]; Copyright 2009, Elsevier.

C. A. Lyssiotis, P. G. Schultz et al.Aufs�tze

224 www.angewandte.de � 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2011, 123, 210 – 256

http://www.angewandte.de


differenzieren (Sox17 ist ein Transkriptionsfaktor f�r alle
Endoderm-Linien, Sox7 ist ein Transkriptionsfaktor, der
spezifisch ist f�r primitives und viszerales Endoderm, nicht
aber f�r definitives Endoderm). Ein Staurosporin-Derivat –
Stauprimid – wurde dabei gefunden; es kann die Bildung von
definitivem Endoderm (aus murinen und humanen ES-
Zellen; Abbildung 6b) wirksam vermitteln.[41] Aus diesem
durch Wirkstoffeinfluss entstandenen definitiven Endoderm
k�nnen bei weiterer Stimulation reife endodermst�mmige
Linien entstehen, darunter Hepatocyten und b-Zellen des
Pankreas.

Stauprimid f�rdert die Bildung von definitivem Endo-
derm nur zusammen mit Activin A; ohne dieses auf die Bil-
dung von Zelltypen einwirkende Morphogen entstehen keine
endodermalen Zelltypen. Auf �hnliche Weise f�rdert Stau-
primid die Differenzierung in spezifische Entwicklungslinien
in Reaktion auf ektoderm- oder mesodermspezifizierende
Bedingungen. Vermutlich pr�gt Stauprimid die Zellen f�r
eine Differenzierung, ohne die Differenzierungsrichtung hin
zu einer bestimmten Linie zu lenken (Abbildung 6b). Ein
Biotin-markiertes Analogon von Stauprimid wurde zur
Identifizierung von NME2 als zellul�rer Zielstruktur von
Stauprimid eingesetzt. NME2 ist ein Transkriptionsfaktor,
der die Expression von c-Myc reguliert. c-Myc spielt eine
wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung des proliferations-
f�higen, selbsterneuernden Status der ES-Zellen. Wird er
herunterreguliert, nimmt die Proliferationsf�higkeit der Zelle
ab. Nachfolgende biochemische Untersuchungen ergaben,
dass Stauprimid an NME2 bindet und seine Translokation in
den Zellkern und so die Aktivierung der c-Myc-Transkription
verhindert. Weil Stauprimid ES-Zellen f�r eine Differenzie-
rung in Reaktion auf externe Stimuli pr�gt, wurde es in vielen
ES-Zelldifferenzierungsans�tzen genutzt, um eine ge-
w�nschte Population anzureichern. Da Stauprimid außerdem
die c-Myc-Expression direkt hemmt, wird es sich wahr-
scheinlich auch in verschiedenen anderen biologischen Zu-
sammenh�ngen als n�tzlich erweisen (z. B. in anderen
Stammzellsystemen, in c-Myc-abh�ngigen Tumoren usw.).[105]

Melton und Mitarbeiter verwendeten einen �hnlichen
Ansatz f�r die Suche nach Molek�len, die Maus-ES-Zellen
zur Differenzierung in definitives Endoderm anregen.[106]

�hnlich wie in unserer Studie nutzten sie die Expression von
Sox17 als Indikator f�r definitives Endoderm. Anders als in
unserem Fall induzierten sie die Zellen aber nicht mit Acti-
vin A, und sie fanden zwei Verbindungen – IDE1 und IDE2 –,
die die Differenzierung zu definitivem Endoderm einleiten
(Abbildung 6c). Interessant ist, dass diese Verbindungen die
Phosphorylierung von SMAD2 aktivieren, indem sie die Sig-
nalgebung durch Nodal hochregulieren. Außerdem kann die
Differenzierungsaktivit�t jeder der Verbindungen durch Ac-
tivin A oder Nodal (beides sind Morphogene, die ihr Signal
�ber Phospho-SMAD2 senden) verst�rkt werden, w�hrend
ihre Aktivit�t durch Inhibitoren der SMAD-Phosphorylie-
rung blockiert werden kann (in diesem Fall durch den TGFb-
Inhibitor SB431542). Insgesamt lassen diese Untersuchungen
vermuten, dass IDE1 und IDE2 die Bildung von definitivem
Endoderm �ber die kanonischen Activin/Nodal-Signalwege
f�rdern, obwohl die genauen molekularen Zielstrukturen
noch nicht bekannt sind.

5.4.3. Differenzierung von Kardiomyozyten

Das adulte S�ugetierherz besteht haupts�chlich aus
postmitotischen, terminal differenzierten Muskelzellen
(Kardiomyozyten) ohne intrinsische Regenerationsf�higkeit.
Gegenw�rtig besteht die einzige wirksame Behandlung von
Patienten mit schwerem Herzversagen in der Organtrans-
plantation. Weil die Spenderorgane selten sind, sind Herzer-
krankungen eine bedeutende Indikation f�r die Anwendung
ES-Zell-basierter Therapien. Viele Arbeitsgruppen haben
berichtet, dass Wachstumsfaktoren, die w�hrend der Herz-
entwicklung aktiv sind, die Kardiogenese in Kulturen diffe-
renzierender Maus-ES-Zellen signifikant verst�rken. Bei-
spielsweise wurden TGFb1,[107] BMPs[107b] oder ihre endoge-
nen Antagonisten,[108] FGFs,[109] Stickstoffmonoxid und ver-
schiedene Mitglieder der Wnt-Familie bei der Differenzie-
rung von ES-Zellen zu Herzzellen einbezogen.[110]

Eine steigende Zahl niedermolekularer Verbindungen,
die die Kardiogenese in Maus-ES-Zellen f�rdern, ist mitt-
lerweile bekannt geworden, darunter Retins�ure,[110,111]

Dorsomorphin,[69] Ascorbins�ure,[112] Cardiogenol A–D[113]

und verschiedene andere.[114] Die Retins�ure-vermittelte
Kardiogenese h�ngt wesentlich von Konzentration und
Zeitpunkt der Anwendung ab. Die sp�te Zugabe von Retin-
s�ure zu Maus-ES-Zellen in niedriger Konzentration hat
einen robusten prokardiogenen Effekt, w�hrend die fr�here
Applikation h�herer Konzentrationen die Differenzierung zu
Herzzellen unterdr�ckt.[111] Dorsomorphin, ein selektiver
niedermolekularer Inhibitor der BMP-Signalgebung, der bei
der Suche nach Verbindungen, die die Bildung der dorso-
ventralen Achse in Zebrafischen st�ren, gefunden wurde,[66b]

induziert ebenfalls die myokardiale Differenzierung in Maus-
ES-Zellen.[69] In diesem Fall steigerte Dorsomorphin die
Ausbeute spontan schlagender Kardiomyozyten auf das
20fache in einer zeit- und dosisabh�ngigen Weise. Außerdem
reduzierte die Dorsomorphin-Behandlung, anders als das
BMP-hemmende Morphogen Noggin, die Differenzierung zu
anderen mesodermalen Zelltypen. Diese Ergebnisse ver-
deutlichen, dass kleine Molek�le die zelltypspezifische Dif-
ferenzierung in manchen F�llen effektiver vermitteln k�nnen
als die nativen Entwicklungssignale.

In einem anderen Fall durchsuchten wir kombinatorische
Bibliotheken nach synthetischen niedermolekularen Wirk-
stoffen, die selektiv und effektiv die Differenzierung von
Maus-ES-Zellen zu Kardiomyozyten induzieren sollten.[113] In
unserem Prim�rscreening verwendeten wir embryonale Kar-
zinomzellen, die stabil mit Luciferase transfiziert waren.
Letztere stand unter Kontrolle des Promotors des herzmus-
kelspezifischen natriuretischen Vorhoffaktors (atrial natri-
uretic factor). Die Expression der schweren Sarkomer-Myo-
sinkette (myosin heavy chain MHC), eines der zentralen
Motoproteine, die f�r das Kontraktionsverm�gen des Herz-
muskels verantwortlich sind, diente als Sekund�rscreening f�r
die Differenzierung. Vier Diaminopyrimidine, Cardioge-
nol A–D, wirkten am st�rksten bei der Induktion der MHC-
Expression; die differenzierten Zellen exprimierten auch
weitere Marker f�r Herzzellen (GATA-4, Nkx2.5 und
MEF2). Auch die Anwendung von Cardiogenol auf Maus-ES-
Zellen, die ohne LIF als Monoschicht kultiviert wurden, re-
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sultierte in der Bildung schlagender Herzmuskelzellen, w�h-
rend in den unbehandelten Kontrollen keine schlagenden
Zellen erschienen.

In einer vergleichbaren Studie durchsuchten Takahashi
und Mitarbeiter Verbindungen in Maus-ES-Zellen, die stabil
mit GFP als Reporter unter der Kontrolle des Promotors der
herzspezifischen schweren Kette des a-Cardiomyosin trans-
fiziert waren.[112] Sie fanden heraus, dass Ascorbins�ure die
spontane Differenzierung von Maus-ES-Zellen zu Herzzellen
deutlich verst�rkt. Außerdem induziert Ascorbins�ure die
Expression von herzspezifischen Genen wie GATA4 und den
schweren Ketten von a- und b-Myosin auf eine durch die
Zellentwicklung kontrollierte Weise. Die Wirkung von
Ascorbins�ure auf die Herzzell-Differenzierung wurde von
anderen Antioxidantien wie N-Acetylcystein, Tiron oder
Vitamin E nicht nachgeahmt. Daher ist zu vermuten, dass die
Aktivit�t von Ascorbins�ure nicht von seiner Eigenschaft als
Antioxidans abh�ngt. Interessanterweise zeigte Ascorbin-
s�ure keinen Effekt auf die spontane Kardiomyogenese �ber
die Bildung von Embryoidk�rperchen, was darauf hindeuten
w�rde, dass Ascorbins�ure die permissive Umgebung der
EBs nachahmt anstatt eine autonome Differenzierung zu in-
duzieren.

Auch Sachinidis und Mitarbeiter identifizierten eine
Reihe niedermolekularer Verbindungen, die die Differen-
zierung muriner ES-Zellen zu Kardiomyozyten induzie-
ren.[114d] Mit einer transgenen Maus-ES-Zelllinie, die ver-
st�rkt GFP unter Kontrolle des Promotors der schweren
Kette von a-Myosin exprimiert, wurde gefunden, dass Vera-
pamil (ein Ca2+-Kanalblocker vom L-Typ) und Cyclosporin
(ein Hemmstoff der Proteinphosphatase2B) einen starken
kardiomyogenen Effekt aus�ben. Umgekehrt hemmt For-
skolin, ein Stimulator der Adenylatcyclase, die Kardiomyo-
zyten-Differenzierung. Der kardiomyogene Effekt von Cy-
closporin und Verapamil korreliert mit der Expression der
fr�hen Herzzell-Marker Nkx2.5 und GATA4, was darauf
hindeutet, dass die Hemmung des Ca2+-Signals und/oder des
Calcineurin-Signalwegs die F�higkeit muriner ES-Zellen
verst�rken sollte, sich zu Kardiomyozyten zu differenzieren.

6. Chemische Kontrolle des Entwicklungspotenzials
humaner ES-Zellen

Humane ES-Zellen wurden erstmals 1998 von James
Thomson und Mitarbeitern isoliert[11] und werden inzwischen
in vielen Labors routinem�ßig verwendet. Wie die Gegen-
st�cke bei M�usen sind humane ES-Zellen zu karyotypisch
stabiler, langanhaltender Selbsterneuerung f�hig und k�nnen
Ausgangspunkt f�r s�mtliche der mehr als 200 Zelltypen sein,
aus denen ein adulter Organismus besteht.[11] So haben sich
humane ES-Zellen als unglaublich wirksames Werkzeug zur
Untersuchung der Embryonalentwicklung erwiesen.[1] Au-
ßerdem k�nnen pluripotente Zelllinien, die als Modell f�r
eine gegebene Krankheit dienen k�nnen, aus genetisch an-
omalen Embryos gewonnen werden, oder indem man er-
krankte Zellen in pluripotente Zellen reprogrammiert (der
zweite Ansatz wird in Abschnitt 8.3 behandelt)[115] und diese
dann in den gew�nschten Zelltyp differenzieren l�sst.[7b]

Letztendlich ist absehbar, dass mit einem tiefergehenden
Verst�ndnis der Biologie humaner ES-Zellen Banken spezi-
fischer Zelltypen zur Behandlung degenerativer Erkrankun-
gen erzeugt werden k�nnen.[116]

6.1. Selbsterneuerung humaner ES-Zellen mit bekannten
Modulatoren von Zielstrukturen und Signalwegen

Undifferenzierte humane ES-Zellen werden in Gegen-
wart von bFGF, Activin aus Feeder-Zellen und Serum ge-
halten und vermehrt.[11, 72a] Diese Bedingungen sind zwar ef-
fektiv, haben aber einige Einschr�nkungen, z.B. Schwan-
kungen bei der Formulierung der Feeder-Zellen und des
Serums, die die Erhaltung konsistenter und robuster ES-
Langzeitkulturen schwierig machen. Die Gegenwart unbe-
kannter und/oder schwankender Faktoren in Aufrechterhal-
tungs- und Differenzierungscocktails erschwert außerdem
den Vergleich experimenteller Ergebnisse aus unterschiedli-
chen Labors. Feeder-Zellen und Serum komplizieren zudem
den Einsatz von ES-Zellen in klinischen Anwendungen. Eine
andere Herausforderung ist, dass pluripotente humane Zellen
notorisch schwer zu transfizieren oder transduzieren sind und
daher nur wenige Knock-in-Linien existieren.[117] Dies f�llt
besonders auf, wenn man es mit der großen Zahl verf�gbarer
ES-Zelllinien von gentechnisch ver�nderten M�usen ver-
gleicht.[118] Dies macht auch die Untersuchung von Gen-
�berexpressionen und/oder Knock-down in humanen ES-
Zelllinien sehr schwierig, da homogene Populationen nicht
leicht hergestellt werden k�nnen.

Niedermolekulare Verbindungen k�nnen viele der oben
aufgez�hlten Schwierigkeiten �berwinden und haben sich
daher als n�tzliche Sonden f�r die Untersuchung humaner
ES-Zellen und Werkzeuge zur Manipulation dieser Zellen
bew�hrt (Tabelle 2). Beispielsweise ist einer der wichtigsten
Mechanismen, nach denen humane ES-Zellen den undiffe-
renzierten Zustand aufrechterhalten, die Aktivierung von
SMAD2/3 und die dadurch ausgel�ste Signalgebung.[13] Dies
wurde durch die Hemmung des TGFb/Activen/Nodal-Zwei-
ges des TGFb-Signalweges mit SB-431542 nachgewiesen.[119]

Gibt man SB-431542 zu humanen ES-Zellen, die unter
selbsterneuernden Bedingungen gehalten werden, wird da-
durch rasche Differenzierung induziert. Außerdem verhin-
dert die Behandlung die Phosphorylierung von SMAD2/3
und dadurch ihre �berf�hrung in den Zellkern. Dieser Ver-
such zeigte, dass der Activin/Nodal-Signalweg essentiell ist
f�r die Aufrechterhaltung der Pluripotenz humaner ES-
Zellen.[13] Die F�higkeit humaner ES-Zellen zur Bildung von
EBs war in mit SB-431542 behandelten Zellen im Vergleich
zu unbehandelten Zellen drastisch reduziert,[13a] was darauf
hinweist, dass die SMAD2/3-Aktivierung notwendig, aber nur
teilweise hinreichend ist f�r die Erhaltung der Pluripotenz.
Demgegen�ber ist die TGFb/Activin/Nodal-Signalgebung
�ber SMAD2/3 bei Maus-ES-Zellen verzichtbar, denn die
Behandlung mit SB-431542 verringerte zwar die SMAD2/3-
Phosphorylierung, hatte aber keinen Einfluss auf die F�hig-
keit zu verl�ngerter Selbsterneuerung.[13a]

Auch die FGF-Signalgebung scheint eine entscheidende
Rolle bei der Selbsterneuerung humaner ES-Zellen zu spie-
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len. Der aktivierende Ligand bFGF ist Bestandteil fast aller
ver�ffentlichten Wachstumsmedien f�r humane ES-
Zellen.[11,120] Die Hemmung der FGF-Signal�bertragung mit
einem FGFR-Inhibitor SU5402 beg�nstigt die Differenzie-
rung von humanen ES-Zellen,[13b, 73a] was zu der Vorstellung
passt, dass der Zusatz von bFGF zu Kulturmedien f�r humane
ES-Zellen f�r die Aufrechterhaltung des undifferenzierten
Zustandes notwendig ist. Der positive Effekt von bFGF auf
die Erhaltung der Pluripotenz h�ngt strikt von den TGFb-
Signalen ab.[13b] Dies wurde nachgewiesen, indem der Activin/
Nodal-Signalweg mit SB-431542 unterbrochen wurde. Unter
solchen Randbedingungen konnte bFGF den undifferenzier-
ten Zustand nicht aufrechterhalten. Es sieht also so aus, als ob
der Activin/Nodal-Signalweg die Pluripotenz �ber Mecha-
nismen sichert, bei denen FGF als Kompetenzfaktor wirkt.[13b]

Auch wenn klar ist, dass die Anreicherung des Wachs-
tumsmediums f�r humane ES-Zellen mit bFGF einen positi-
ven Effekt auf die Erhaltung des undifferenzierten Zustandes
hat, sind die genauen mechanistischen Details, die dieser
Aktivit�t zugrunde liegen, noch unbekannt. Zun�chst wurde
vermutet, dass die Hauptfunktion des FGF-Signals in huma-
nen ES-Zellen darin besteht, die BMP-Aktivit�t zu
hemmen.[121] Dies r�hrte von der Erkenntnis her, dass das
BMP-Signal die Translokation von SMAD1/5/8 in den Zell-
kern aktiviert, was wiederum die Id-Expression und als Folge
die trophoektodermale Differenzierung antreibt. Durch die
Verwendung des FGFR-Inhibitors SU5402 in einem Versuch
und einer hohen Dosis bFGF in einem anderen zeigten Vallier
et al. jedoch, dass die FGF-Signalgebung keine Hemmung auf
die BMP-Signale in humanen ES-Zellen aus�bt.[13b] Phospho-
SMAD1/5/8 wurde in keinem der Versuche beeinflusst,
sodass naheliegt, dass die FGF-Signalgebung unabh�ngig
vom BMP-Signal wirkt. Außerdem war keine Zunahme des
BMP-induzierten nukle�ren SMAD1/5/8 zu beobachten,
wenn das stromabw�rts liegende FGF-Signal mit einem
MEK-Inhibitor (U-0126) gehemmt wurde. Insgesamt scheint
die Funktion von FGF bei der Selbsterneuerung humaner ES-
Zellen nicht �ber die Hemmung der BMP-Aktivit�t vermit-
telt zu werden.

Dennoch stellt die Hemmung der BMP-Signalgebung ein
Mittel dar, um die Selbsterneuerung humaner ES-Zellen in
Abwesenheit externer Wachstumsfaktoren zu vermitteln. Wir
konnten auch zeigen, dass der niedermolekulare Inhibitor der
BMP-Signalgebung, Dorsomorphin,[66b] der in einem Scree-
ning mit einem Oct4-GFP-Reporterkonstrukt auf Molek�le,
die die Selbsterneuerung humaner ES-Zellen vermitteln, ge-
funden wurde, den selbsterneuernden, pluripotenten Zustand
aufrechterh�lt.[122] Weiterhin zeigten wir, dass die Dorso-
morphin-Behandlung die autokrine Sekretion von BMP-Li-
ganden (die in einem aufgeschalteten Regelkreis die tropho-
ektodermale Differenzierung vermitteln) blockiert. Humane
ES-Zellen, die in Gegenwart von Dorsomorphin gewachsen
sind, k�nnen �ber einige Passagen ohne Feeder-Zellen und
Wachstumsfaktoren gehalten werden, w�hrend sie das Po-
tenzial behalten, in vitro in verschiedene Entwicklungslinien
zu differenzieren und in vivo Teratome zu bilden.

Bendall und Mitarbeiter vermuteten, dass die FGF-Si-
gnale in pluripotenten humanen ES-Zellen nicht direkt
wirken, sondern eher die parakrine Produktion von IGF II

(Insulinwachstumsfaktor) aus autolog entstandenen fibro-
blasten�hnlichen Zellen, so genannten humanen dermalen
Fibroblasten (hDFs),[73a] beg�nstigen. In einer Reihe sorg-
f�ltig durchgef�hrter Versuche, in denen gereinigte Popula-
tionen von ES-Zellen und hDFs untersucht wurden, zeigten
die Autoren, dass der FGFR-Inhibitor SU-5402 auf hDFs
wirkt, indem er die Bildung von IGF-II und – weniger effi-
zient – von TGF-b1 verhindert. Andererseits hatte SU-5402
keine Wirkung auf gereinigte ES-Zellen. Medien, die mit SU-
5402-behandelten hDFs konditioniert waren, konnten die
Selbsterneuerung humaner ES-Zellen nicht aufrechterhalten.
Es wurde nachgewiesen, dass ES-Zellen ohne bFGF im plu-
ripotenten Zustand arretiert werden k�nnen, wenn das Ba-
salmedium stattdessen mit IGF-II versetzt wurde. Dieser
spezielle Befund hat wesentlich zu unserem Verst�ndnis des
Signalmechanismus beigetragen, der die Selbsterneuerung in
humanen ES-Zellen steuert.

Unter den f�r die Entwicklung wichtigsten Signalwegen
ist der Wnt/b-Catenin-Weg der einzige, von dem man an-
nimmt, dass er sowohl in humanen als auch murinen ES-
Zellen vorkommt.[48] Die Wnt/b-Catenin-Signale k�nnen
durch extrazellul�re Wnt-Liganden oder durch die Hemmung
von GSK-3b aktiviert werden (Abbildung 2a). Die Behand-
lung humaner ES-Zellen mit dem GSK-3b-Inhibitor BIO
aktiviert die Wnt/b-Catenin-Signalgebung und h�lt den un-
differenzierten Ph�notyp aufrecht. Außerdem ist die BIO-
vermittelte Wnt-Aktivierung funktional reversibel. Entfernt
man die Verbindungen aus dem Medium, l�uft das normale
Multidifferenzierungsprogramm ab.[48]

Untersuchungen des Wnt/b-Catenin-Signalweges in hu-
manen ES-Zellen haben ergeben, dass die spezifische Akti-
vierung des Wnt-Weges die h�matoendotheliale Differen-
zierungsrichtung erh�ht.[123] Aufgrund der Daten vermutet
man, dass die BIO-vermittelte GSK-3b-Hemmung mehr als
nur die Aktivierung von Wnt zur Folge hat. Dies stimmt auch
mit der Rolle von GSK-3b bei einer Reihe verschiedener
zellul�rer Prozesse und seiner Position am Schnittpunkt ver-
schiedener Signalwege (z. B. Hh, PI3K, nicht-kanonischer
Wnt-Weg, cAMP) �berein.[47b] Untersuchungen durch Bri-
vanlou und Mitarbeiter konnten eine weitere Funktion von
BIO bei der Selbsterneuerung aufkl�ren: Durch die Be-
handlung von humanen ES-Zellen mit BIO wird SMAD2/3
aktiviert, was jedoch durch den TGFb-Inhibitor SB-431542
wieder blockiert werden kann.[13a] Eine m�gliche Erkl�rung
f�r die beobachtete Konvergenz der TGFb/Activin/Nodal-
und der BIO-induzierten Wnt-Aktivierung ist, dass die Be-
handlung mit BIO die Expression von TGFb-Liganden in
humanen ES-Zellen oder von autolog entstandenen Zellen
induziert, die in der Lage sind, die Selbsterneuerung zu ver-
mitteln. Diese Befunde stimmen mit den j�ngsten Daten
�berein, nach denen die Wnt-Signalgebung die Selbster-
neuerung oder Differenzierung von humanen ES-Zellen nicht
direkt vermittelt, sondern stattdessen abh�ngig von den
Zelltyp-spezifizierenden Faktoren jedes Resultat erm�g-
licht.[124] In Gegenwart von „Selbsterneuerungsfaktoren“
(d.h. exogenem bFGF und/oder BIO-ausgel�ster Activin-
Produktion) f�rdert die Wnt-Signalgebung die Proliferation
selbsterneuernder ES-Zellen.
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Ganz aktuell ist der Befund, dass die Hemmung der
Histondeacetylaseaktivit�t (HDAC) ebenfalls ES-Zellen
selbsterneuerungsf�hig halten kann und dass dieser Mecha-
nismus auch in Mauszellen greift.[125] Die Hemmung der
HDAC wirkt sich in humanen Zellen offenbar so aus, dass sie
in ein fr�heres Entwicklungsstadium zur�ckversetzt werden.
Wie oben bereits diskutiert, verhalten sich humane ES-Zellen
viel mehr wie EpiSCs aus M�usen als wie traditionell aus
Embryoblasten abgeleitete ES-Zellen (siehe Abbildung 1).
Bei Zellvermehrung in Medien mit dem HDAC-Inhibitor
Butyrat scheinen selbsterneuernde Zellen aus M�usen und
humane ES-Zellen auf einen Entwicklungszustand hin zu
konvergieren, der zwischen ihren „normalen“ Stadien liegt
und an dem sich folgende Beobachtungen machen lassen:
1) Die Genexpressionsprofile mit Butyrat behandelter hu-
maner und muriner ES-Zellen sind sich �berraschend �hnlich,
w�hrend mit Butyrat-freier L�sung behandelte Kontrollen
nur wenig Gemeinsamkeiten zeigen. 2) Die Inaktivierung des
X-Chromosoms wird in Butyrat-behandelten humanen ES-
Zellen verhindert, was ein Charakteristikum von Zellen in
einem fr�hen Entwicklungsstadium ist. 3) Mit Butyrat be-
handelte humane ES-Zellen bilden Teratome viel h�herer
Komplexit�t. 4) Mit Butyrat behandelte Maus-EpiSCs
werden Chim�ren-kompetent, eine Eigenschaft, die sonst nur
in murinen ES-Zellen beobachtet wird, die aus Embryoblas-
ten abgeleitet sind. Zusammengefasst kann man aufgrund
dieser Ergebnisse eine chemisch definierte Methode f�r die
Kultivierung von humanen ES-Zellen ableiten. Außerdem
bieten sie einen vom Entwicklungsstadium unabh�ngigen
Mechanismus, der den pluripotenten Zustand reguliert.

6.2. Gerichtete Differenzierung humaner ES-Zellen mit
bekannten Modulatoren von Zielstrukturen und
Signalwegen

Der Einsatz humaner ES-Zellen in der regenerativen
Medizin und Wirkstoffsuche h�ngt von der Entwicklung von
Techniken ab, die die In-vitro-Produktion der gew�nschten
Stammzell-abgeleiteten Zelltypen verl�sslich erm�glichen.
Konventionelle Differenzierungsvorschriften beruhen auf
EB-Bildung, Cokultur mit Stroma-Feederzellen und/oder
„Cocktails“, die Wachstumsfaktoren oder pleiotrop wirkende
niedermolekulare Substanzen (z. B. Retins�ure) enthalten,
um bestimmte Entwicklungsrichtungen zu f�rdern. Wie bei
Maus-ES-Zellen erh�lt man jedoch mit den meisten dieser
Methoden heterogene Differenzierungsergebnisse, und der
gew�nschte Zelltyp muss aus einem Gemisch unterschiedli-
cher Zelltypen abgetrennt werden. Außerdem kann das Dif-
ferenzierungsmuster f�r spezialisierte Entwicklungslinien
monatelange Kultivierung erfordern,[96c,126] was die Zahl der
Zellen, die erzeugt werden k�nnen, wegen der Kosten und
der Haltungsbedingungen drastisch einschr�nkt. Gegenw�r-
tig gibt es nur sehr wenige effiziente und robuste Vorschriften
f�r die Erzeugung von ES-Zell-Derivaten. Die Entwicklung
solcher Methoden wird die Anwendung humaner ES-Zellen
als Krankheitsmodelle und als therapeutische Agentien be-
f�rdern.

Zu diesem Zweck wurden verschiedene Strategien auf
Basis niedermolekularer Verbindungen entwickelt, um die
Entwicklungsrichtung humaner ES-Zellen selektiv zu kon-
trollieren. Beispielsweise wurde Rosiglitazon, ein Agonist des
Peroxisomenproliferator-aktivierten Rezeptors g (PPARg)
eingesetzt, um den Prozentsatz von Adipozyten aus humanen
ES-Zellen unter spezifischen Differenzierungsbedingungen
zu erh�hen.[127] In einer anderen Untersuchung zeigten
McLean et al., dass die Unterdr�ckung der PI3K-Signalge-
bung mit niedermolekularen Substanzen in Verbindung mit
Activin A effizient definitives Endoderm aus humanen ES-
Zellen definiert.[128] Auch die kombinatorische Anwendung
niedermolekularer Verbindungen wurde ausprobiert, um
spezielle Zelltypen zu erzeugen. So erh�lt man nach se-
quenzieller Anwendung von Retins�ure und dem Hh-Ago-
nisten Purmorphamin mit hoher Ausbeute Differenzierung zu
Motoneuronen (ca. 50%) in chemisch definierter Kultur.[61b]

In einer anderen aktuellen Untersuchung beschrieben
Chambers et al. eine effiziente neuronale Induktionsmetho-
de, indem sie den Hemmstoff SB-431542 des TGFb-Signal-
weges mit dem sezernierten Protein Noggin kombinierten,
das BMP4 bindet und hemmt.[83] Diese Vorschrift l�st neu-
ronale Induktion in hoher Ausbeute aus (> 80 %) und ver-
k�rzt die Differenzierungsperiode auf die halbe Zeit vergli-
chen mit den Verfahren mit Stroma-Feederzellen (19 bzw. 30–
50 Tage). Zudem lassen sich mit dieser Inhibitorkombination
Neuronen aus dem Zentralnervensystem (wenn die ES-
Zellen in hoher Zelldichte ausplattiert werden) oder dem
peripheren Nervensystem (wenn die ES-Zellen in niedriger
Dichte ausplattiert werden) erzeugen. Die st�ndig weiterge-
f�hrte Entwicklung von Protokollen, wie der oben beschrie-
benen, verspricht einfachere Verfahren f�r die Ableitung von
Entwicklungslinien aus humanen ES-Zellen f�r Anwendun-
gen als Krankheitsmodelle und in Transplantationsstudien.

6.3. Identifizierung und Charakterisierung neuer Modulatoren
humaner embryonaler Stammzellentwicklung

Der Einsatz niedermolekularer Verbindungen, die be-
kannte Entwicklungssignale modulieren, ist ohne Frage eine
effiziente Strategie, um die Entwicklungsrichtung humaner
ES-Zellen zu steuern. Es ist aber auch denkbar, dass die
Differenzierung humaner ES-Zellen in vitro nicht den Mus-
terbildungsprozessen der fr�hen Zellentwicklung entspricht.
Insofern erzielt man nicht immer die erwarteten Ergebnisse,
wenn man einen Zellentwicklungsprozess in vitro nachvoll-
zieht. Dies ist damit gekoppelt, dass in vivo die Differenzie-
rung von einem komplexen Zusammenspiel von Signalen
einer F�lle von Zellen in den verschiedensten Differenzie-
rungsstadien abh�ngt. Das Entfernen oder Selektieren eines
gew�nschten Zelltyps aus einer großen heterogenen, sich
differenzierenden Zellpopulation kann ebenfalls die klare
Ausrichtung auf einen bestimmten Zelltyp ver�ndern. Un-
gerichtete Suchl�ufe mit niedermolekualren Verbindungen
er�ffnen andererseits die M�glichkeit, Modulatoren der
Stammzelldifferenzierung auch jenseits bekannter Entwick-
lungsmuster zu finden. Synthetische Molek�le, die so identi-
fiziert wurden, k�nnen direkt in Differenzierungsprotokolle
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integriert werden oder als Sonden f�r die Untersuchung der
zugrundeliegenden biologischen Vorg�nge dienen.

Bei der Suche nach niedermolekularen Modulatoren f�r
die Stammzellentwicklung wurden f�r Mauszellen eine Reihe
von Verbindungen gefunden; von diesen sind allerdings nur
wenige in humanen Zellen aktiv. Eine wichtige Ausnahme ist
Stauprimid, das die Differenzierung humaner ES-Zellen in
Kombination mit Activin A effizient in Richtung endoder-
maler Vorl�uferzellen lenkt (Abbildung 6b).[41] Ein direktes
Screening mit humanen ES-Zellen wird dadurch erschwert,
dass diese als homogene Populationen in miniaturisierten
Formaten (die f�r die Screeningsysteme notwendig sind)
schwer zu vermehren sind, auch wenn daf�r bereits effiziente
Feederzell-freie und chemisch definierte Systeme entwickelt
worden sind.[72a] Zentrales Problem ist, dass humane ES-
Zellen wegen ihrer Empfindlichkeit f�r klonale Expansion als
Aggregate passagiert werden m�ssen. Watanabe und Mitar-
beiter folgerten aus ihren aktuellen Arbeiten, dass nieder-
molekulare Verbindungen die Ineffizienzen abmildern
k�nnen, die mit der klonalen Expansion humaner ES-Zellen
zusammenh�ngen. Sie fanden heraus, dass Inhibitoren der
rho-assoziierten Kinase (ROCK; Y27632) die klonale Ex-
pansionseffizienz humaner ES-Zellen von ca. 1% auf 27%
durch Hemmung der Apoptose steigern k�nnen.[129] Wichtig
ist, dass diese klonal expandierten Zellen identisch sind mit
humanen ES-Zellen, die als Aggragate passagiert wurden,
und sie differenzieren zuverl�ssig in Entwicklungslinien aus
allen drei Keimbl�ttern, wenn man sie in Nacktm�use inji-
ziert. Die Anwendung von ROCK-Inhibitoren und/oder
�hnliche Strategien sollten den Einsatz humaner ES-Zellen in
chemischen Screeningverfahren sehr erleichtern.

Ungeachtet der vorher beschriebenen Einschr�nkungen
untersuchten Studer und Mitarbeiter die Wirkung von rund
3000 biologisch aktiven Verbindungen auf humane ES-
Zellen, wobei sie die Erhaltung und den Verlust von Pluri-
potenz anhand der Expression von Oct4 verfolgten.[130] Dabei
wurden vier Verbindungen gefunden, die die Selbsterneue-
rung f�rdern und vier andere, die die Differenzierung f�r-
dern. Die Verbindungen, die die Oct4-Expression unter-
st�tzten, waren Theanin, Sinomenin, Gatifloxacin und Flur-
biprofin. Sie alle f�rderten eine kurzfristige Selbsterneuerung
in Medium, das nicht mit Mitogenen oder Feeder-Zellen
konditioniert war. Keine der Verbindungen vermochte jedoch
eine Langzeit-Selbsterneuerung zu f�rdern, weder allein noch
in Kombination. Die Verbindungen, die die Differenzierung
induzierten, waren Selegilin, Cymarin, Samentogenin und
Retins�ure, die alle die Expression von Oct4 dosisabh�ngig
vermindern.

Mit einer �hnlichen Screening-Plattform, in der ebenfalls
die Oct4-Expression als Maß f�r die Pluripotenz diente, tes-
teten wir humane ES-Zellen gegen eine Bibliothek von 529
gereinigten und auf einem Chip immobilisierten sezernierten
Proteinen, um Kandidaten zu finden, die den pluripotenten
Zustand aufrechterhalten.[30] Wir fanden, dass PEDF (Pig-
mentepithel-abgeleiteter Faktor) ein Langzeitwachstum von
humanen ES-Zellen im pluripotenten Zustand ohne bFGF
oder TGFb/Activin/Nodal-Liganden ausl�sen kann. Unsere
Ergebnisse weisen außerdem darauf hin, dass die Aktivierung

des PEDF-Rezeptor-Erk1/2-Signalwegs durch PEDF aus-
reicht, um die Pluripotenz in humanen ES-Zellen zu sichern.

In einem anderen Fall f�hrten Melton et al. ein Screening
auf Verbindungen durch, die humane ES-Zellen schrittweise
zur Differenzierung in funktionale insulinaussch�ttende b-
Zellen anregen sollen. Grundlage war ein High-Content-
Screening mit Bildauswertung, um Wirkstoffe zu identifizie-
ren, die die Gesamtzahl der Pdx1-exprimierenden Pankreas-
Vorl�uferzellen aus definitivem Endoderm (das aus ES-
Zellen gewonnen wurde) erh�hen.[131] Dabei wurde die Ver-
bindung (�)-Indolactam-V (ILV) gefunden, das mit Wachs-
tumsfaktoren kombiniert die Differenzierung humaner ES-
Zellen so steuern kann, dass 44.5% der Zellen zu Pdx1-ex-
primierenden Pankreas-Vorl�uferzellen werden (Abbil-
dung 6d). ILV war auch in verschiedenen humanen ES-
Zelllinien und gegen�ber IDE1-gerichtetem definitivem En-
doderm (siehe Abschnitt 5.4.2) funktional.[106] Zusammen
ergeben diese Verbindungen ein zweistufiges Verfahren zur
In-vitro-Erzeugung von Pankreas-Vorl�ufern. Darin wird
zun�chst mit niedermolekularen Verbindungen (d.h. IDE-1)
das Endoderm erzeugt, aus dem anschließend (d.h. mit ILV)
Pankreas-Vorl�ufer gez�chtet werden. Die mit ILV abgelei-
teten Pankreas-Vorl�uferzellen waren in der Lage, in vitro zu
pankreatischen Entwicklungslinien zu differenzieren und
konnten in vivo endokrine und exokrine Zellen sowie Zellen
des Pankreasganges beisteuern.

Fr�here Untersuchungen mit ILV ergaben, dass die Ver-
bindung die Signalgebung durch Proteinkinase C (PKC) ak-
tiviert. Um die Rolle dieser Signale bei der Differenzierung
von Pankreas-Vorl�ufern zu testen, wurden PKC-Antago-
nisten (Bisindolylmaleimid I, Go 6983 und Go 6976) auf ILV-
behandeltes definitives Endoderm aus humanen ES-Zellen
gegeben. Die PKC-Antagonisten blockierten den Effekt von
ILV; dementsprechend lag der Prozentsatz der Pdx1-expri-
mierenden Zellen in definitivem Endoderm, das mit den
PKC-Inhibitoren und ILV behandelt worden war, sogar noch
niedriger als die mit DMSO (Dimethylsulfoxid) behandelten
Kontrollen. Außerdem ahmte die Behandlung mit PKC-
Agonisten (PMA oder TPB) in Abwesenheit von ILV den
Effekt von ILV gegen�ber humanem definitivem Endoderm
aus ES-Zellen nach. Zusammengefasst l�sst sich daraus
schließen, dass ILV die Differenzierung von definitivem En-
doderm aus ES-Zellen zu Pankreaszellen wenigstens teil-
weise �ber die Aktivierung der PKC-Signalgebung ausl�st.

7. Chemische Kontrolle des Entwicklungspotenzials
somatischer Stammzellen

7.1. H�matopoetische Stammzellen

H�matopoetische Stammzellen (HSCs) sind multipotente
Stammzellen, die sich im Knochenmark befinden und dort die
F�higkeit zur Selbsterneuerung und zur Differenzierung in
alle Entwicklungslinien des Blutes haben (Erythrozyten,
Thrombozyten, Granulozyten, Makrophagen, B- und T-
Lymphozyten).[132] HSCs waren die erste isolierte Stamm-
zellpopulation und sind die am besten charakterisierten
adulten Stammzellen; außerdem sind sie die einzigen
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Stammzellen, die routinem�ßig in zellbasierten Therapien
eingesetzt werden (z. B. bei Knochenmarkstransplantatio-
nen).[19] Trotz der erzielten klinische Erfolge (z. B. bei Blut-
krebs und bei Autoimmunerkrankungen) ist das volle klini-
sche Potenzial von HSCs noch nicht realisiert.[133] Dies liegt
vor allem an dem Mangel an klinisch verf�gbaren HSCs –
etwa 50 % der Kandidaten f�r eine allogene Knochen-
markstransplantation finden keinen passenden Spender.[134]

HSCs aus Nabelblut stellen zwar eine m�gliche L�sung des
Problems dar, doch es gibt noch keine L�sungen, um sie in
dem Maß zur expandieren, das f�r die Transplantation eines
Erwachsenen erforderlich ist. Die Identifikation pharmako-
logischer Wirkstoffe, die die Expansion und die Entwick-
lungsrichtung von HSCs in vivo oder in vitro kontrollieren,
w�re eine große Erleichterung f�r die Anwendung von HSC-
Therapien.

7.1.1. Selbsterneuerung von HSCs mit bekannten Modulatoren
von Zielstrukturen und Signalwegen

Bei verschiedenen Target-basierten Ans�tzen wurden
niedermolekulare Modulatoren der HSC-Selbsterneuerung
gefunden (Tabelle 3a). So zeigten Young und Mitarbeiter,
dass murine und humane HSCs, die in Gegenwart von
HDAC-Inhibitoren kultiviert wurden, einen urspr�nglicheren
Ph�notyp behielten als die Kontrollkulturen.[135] Einer der
getesteten HDAC-Inhibitoren, Chlamydocin, erwies sich als
h�chst effizient f�r die Erhaltung der Thy-1-Expression in
humanen HSCs (Thy-1 ist ein Marker des undifferenzierten
Zustands). In einem Wiederbesiedlungstest in Nod-SCID-
M�usen (non-obese diabetic/severe combined immuno-
deficient) wiesen Zellen, die 24 h mit Chlamydocin behandelt
worden waren, eine durchschnittlich viermal so hohe Trans-
plantationsh�ufigkeit auf wie die Kontrollzellen. In einer
sp�ter erschienenen Arbeit wurden die Auswirkungen von
zwei chromatinmodifizierenden Substanzen (dem DNA-Me-
thyltransferasehemmer 5-AzaC und dem HDAC-Inhibitor
Trichostatin A; TSA) auf HSCs aus der Nabelschnur (CD34+/
CD90+) untersucht.[136] Gleichzeitige Behandlung dieser
Zellen mit TSA und 5-AzaC ergab eine 12.5fache Expansion
der behandelten Kultur im Vergleich zu den Ausgangszellen.
Die Expansion der CD34+/CD90+ war auch begleitet von
einem 9.8fachen Anstieg der gebildeten Kolonie-bildenden
Einheiten und einem 11.5fachen Anstieg an CAFCs (cob-
blestone area forming cells; die Tests werden eingesetzt, um
die Zahl der multipotenten HSCs zu bestimmen). W�hrend
HDAC-Inhibitoren humane HSCs expandieren k�nnen, sind
ihre Einsatzm�glichkeiten f�r klinische Anwendungen be-
grenzt, weil ihre Effekte nur in einem engen Konzentrati-
onsbereich (5–10 nm) beobachtbar sind, w�hrend h�here
Konzentrationen zu Wachstumsstopp und Zytotoxizit�t
f�hren.

Serotonin, ein Monoamin-Neurotransmitter, kann eben-
falls humane HSCs in nahezu physiologischer Konzentration
(200 nm) expandieren.[137] Mit Serotonin expandierte HSCs,
die in subletal bestrahlte Nod-SCID-M�use infundiert
wurden, wuchsen viel effizienter an als die Kontrollen. Die
Beteiligung von Serotonin an der HSC-Expansion hat den
vielen Funktionen dieses neuronalen Transmitters eine wei-

tere Wirkung hinzugef�gt, die weitere Untersuchungen zur
Identifizierung der die HSC-Selbsterneuerung regulierenden
Signalwege verlangt.

Klinische Befunde lassen vermuten, dass Kupferionen
(Cu2+) eine Rolle bei der Regulation der HSC-Entwicklung
spielen k�nnten.[138] Tats�chlich konnten Peled und Mitar-
beiter zeigen, dass ein Chelatligand f�r Kupfer, Tetraethy-
lenpentamin (TEPA), eine bevorzugte Proliferation naiver
HSCs bewirkte, wodurch die Ex-vivo-Langzeitexpansion und
die Transplantationskapazit�t gesteigert wurden. In einem
pr�klinischen Test – nach dreiw�chiger Expansion unter
Kulturbedingungen in großem Maßstab – war in Gegenwart
von TEPA die Zahl der naiven HSCs um das 89fache und
Zahl aller HSCs um das 172fache gegen�ber dem Aus-
gangswert erh�ht. Die Transplantation von TEPA-behandel-
ten HSCs in Nod-SCID-M�use ergab Hinweise, dass das
Anwachspotenzial der ex vivo expandierten Zellen das der
nicht-expandierten Zellen �bertrifft.[139] Die Chelator-ge-
st�tzte Ex-vivo-Expansionstechnik wird gegenw�rtig in einer
klinischen Phase II/III bei Patienten getestet, die sich wegen
h�matologischer Erkrankungen einer Transplantation von
Nabelschnurblut unterziehen.[138a]

7.1.2. Identifikation und Charakterisierung neuer Modulatoren
der HSC-Selbsterneuerung

Unsere Arbeitsgruppe und auch andere haben versucht,
mit ungerichteten zellbasierten Screeningans�tzen neue nie-
dermolekulare Verbindungen zu finden, die HSCs expandie-
ren. Hochspezifische transgene Reporter-Testsysteme sind an
sich gut geeignet f�r die Suche nach kleinen Molek�len (siehe
Abschnitt 3), lassen sich aber wegen der Schwierigkeiten,
transgene HSC-Linien zu konstruieren und zu vermehren,
nicht auf humane HSCs anwenden. Daher griffen wir bei der
Suche nach niedermolekularen Verbindungen, die die
Selbsterneuerung von HSCs f�rdern, zu einem Test mit
Bildauswertung, der nach der In-vitro-Kultivierung die un-
differenzierten Zellen bestimmt.[36] Prim�re humane CD34+-
HSCs wurden in serumfreiem Medium angezogen, das mit
Thrombopoietin, Stammzellfaktor, Flt3-Ligand und Inter-
leukin-6 versetzt war. Diese Bedingungen l�sten eine robuste
Proliferation in Verbindung mit Differenzierung und Verlust
von HSC-Aktivit�t aus.[135, 140] Die HSC-Differenzierung
wurde anhand der Expression der Zelloberfl�chenmarker f�r
undifferenzierte Zellen (CD34 und CD133, Abbildung 7 a)
sichtbar gemacht.

Beim Durchmustern einer Heterocyclen-Bibliothek[29]

wurde das Purinderivat SR1 gefunden, das die Gesamtzahl
der aus Nabelschnurblut gewonnenen HSCs nach 5 Wochen
mehr als 50fach im Vergleich zu Kontrollkulturen (Medium
+ Zytokine) vermehrte.[36] Biochemische Markierungsver-
suche deuten darauf hin, dass SR1 symmetrische Zellteilun-
gen vermittelt, ohne dass die urspr�nglichen Charakteristika
verloren gehen. Zellen, die 21 Tage in Gegenwart von SR1
kultiviert wurden, erreichten eine 17fach bessere Transplan-
tationseffizienz auf Nod-SCID-M�use (im Vergleich zu den
Ausgangszellen oder Kontrollkulturen); sie bewahren au-
ßerdem die F�higkeit, sich in verschiedene Richtungen zu
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differenzieren und sekund�re Rezipienten zu besiedeln
(Abbildung 7b).

Eine mRNA-Expressionsanalyse mit SR1 und einem
nahe verwandten inaktiven Analogon ließ vermuten, dass

SR1 die HSC-Expansion kontrolliert, indem es als Antagonist
des AhR-Signals wirkt. Gest�tzt wird diese Hypothese durch
den Befund, dass eine Behandlung mit SR1 die Induktion der
Zielgene von AhR (CYP1B1, AHRR) durch den AhR-

Tabelle 3: Ausgew�hlte niedermolekulare Modulatoren der Entwicklungsrichtung somatischer Stammzellen: a) HSCs; b) MSCs; c) NSCs.

Verbindung Zielstruktur
Funktion

Verbindung Zielstruktur
Funktion

a)

Chlamydocin
HDACs
Aufrechterhaltung eines primiti-
ven Ph�notyps in HSCs

16,16-Dimethylprostaglan-
din E2 (dmPGE2)
Prostaglandin E2-Rezeptor
Steigert das Anwachs-
potenzial von HSCs

Serotonin
Serotonin-Rezeptor
Verst�rkt die Expansion von
HSCs

SR1
AhR
Vermittelt die Selbst-
erneuerung von HSCs

b)

Dexamethason
Glucocorticoid-Rezeptor
Vermittelt die osteogene Diffe-
renzierung von MSCs

Indomethacin
COX-1 und COX-2
Vermittelt die adipogene
Differenzierung von MSCs

Rosiglitazon
PPARs
Vermittelt die adipogene Diffe-
renzierung von MSCs

Vitamin D3
Vitamin D-Rezeptor
Potenziert die osteogene
Differenzierung von MSCs

c)

Fluoxetin
Monoamin-Transporter
Stimuliert die Neurogenese im
Hippocampus

Forskolin
Adenylatcyclase
Vermittelt die neuronale
Differenzierung von NSCs

KHS101
TACC3
Vermittelt die neuronale Diffe-
renzierung von NSCs

NVP-LDE225
Smo
Hh-Antagonist; induziert
den Zelltod von Medulo-
blastomzellen

Phosphoserin (P-Ser)
mGluR4
Vermittelt die neuronale Diffe-
renzierung von NSCs und hu-
manen ES-Zellen

Triiodothyronine (T3)
Thyroidhormon-Rezeptor
Vermittelt die oligoden-
drogliale Differenzierung
von OPCs
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Agonisten 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD,
Dioxin) verhindert. Um eine direkte Beteiligung des AhR an
der HSC-Expansion zu zeigen, wurde mit Lentiviren, die
gegen AhR gerichtete shRNAs codieren, die AhR-Expressi-
on in HSCs aus Nabelschnurblut reduziert. Dies machte sich
in einer anhaltenden Expression von CD34 w�hrend der Ex-
vivo-Kultur bemerkbar, der Ph�notyp �hnelt also dem von
Kulturen, die mit SR1 behandelt wurden (Abbildung 7c).
Außerdem wurde nachgewiesen, dass der antagonistische
Effekt von SR1 auf den AhR-Signalweg �ber eine direkte
Wechselwirkung mit diesem nukle�ren Rezeptor (IC50

� 40 nm ; Abbildung 7d). vermittelt wird. Weil der Erfolg
einer Knochenmarkstransplantation mit der Zahl der HSCs
korreliert, k�nnte die Identifizierung von SR1 (und des AhR-
Signalweges als Mittel zur Kontrolle der HSC-Selbsterneue-
rung) den klinischen Einsatz von HSCs aus Nabelschnurblut
f�r autologe und allogene Transplantationstherapien we-
sentlich erleichtern.

Auch North et al. durchsuchten k�rzlich eine Bibliothek
biologisch aktiver Substanzen auf Molek�le, die die H�ma-
topoese beeinflussen.[141] Sie verwendeten ein Zebrafischmo-
dell und suchten gezielt nach ver�nderten HSC-Zahlen. Eine
In-situ-Hybridisierungsananlyse 36 h nach der Befruchtung
lieferte eine Reihe von Molek�len, die die Zahl der HSCs
erh�hen, indem sie die Synthese von Prostaglandin E2 ver-
st�rkten. Dazu passt, dass niedermolekulare Inhibitoren der
PGE2-Synthese auch die Anzahl der Stammzellen reduzie-
ren. Die Zugabe eines lange wirksamen Derivats von PGE2
(16,16-Dimethylprostaglandin E2; dmPGE2) w�hrend der
Vermehrung der Embryoidk�rperchen erh�hte die Zahl der

multipotenten HSCs auf das 2.9fache
gegen�ber der Kontrolle. Gesamtkno-
chenmark von M�usen, das ex vivo mit
dmPGE2 behandelt und dann in be-
strahlte Rezipienten transplantiert
wurde, erzielte eine dreifache Zunahme
der koloniebildenden Einheiten von
Milzzellen 12 Tage nach der Transplan-
tation. Die H�ufigkeit sich kurzfristig
ansiedelnder HSCs war 12 Wochen nach
Transplantation bei den Empf�ngern
des dmPGE2-behandelten vollst�ndi-
gen Knochenmarks ebenfalls viermal so
hoch. Allerdings muss dabei ber�ck-
sichtigt werden, dass die h�here Zahl
der dmPGE2-HSCs in den M�usestudi-
en das Ergebnis eines h�heren Trans-
plantationsverm�gens der HSCs war
und nicht durch eine tats�chliche Ver-
mehrung der HSC-Zahl ex vivo zustan-
de kam.

Festzuhalten bleibt, dass mittels un-
gerichteter Ans�tze gefundene Verbin-
dungen wichtige Einblicke in die Si-
gnalwege erm�glichten, die die Selbst-
erneuerung der HSCs kontrollieren
(Tabelle 3a). Außerdem f�hren diese
Befunde bereits zur Entwicklung von
Wirkstoffen, die den klinischen Einsatz

von HSCs in der Transplantationstherapie ausweiten werden.

7.1.3. Gerichtete Differenzierung von HSCs

Die aktuellen Ergebnisse deuteten auch die M�glichkeit
an, dass HSCs und/oder ihre Vorl�ufer f�r die Reparatur oder
den Ersatz von Blutgeweben und -zellen (z.B. Erythrozyten,
Megakaryozyten) n�tzlich sein k�nnten. Daher gibt es viele
Bestrebungen, eine direkte Differenzierung und/oder Ver-
mehrung von Zellen aus den h�matopoetischen Entwick-
lungslinien zu induzieren. Thrombozytopenie ist beispiels-
weise durch eine anomal niedrige Pl�ttchenzahl charakteri-
siert und stellt f�r Patienten mit intensiver, hochdosierter
Chemotherapie oder mit seltenen genetischen Erkrankungen
ein ernsthaftes Problem dar. M�glicherweise ist die Infusion
ex vivo vermehrter Megakaryozyten-Vorl�uferzellen (MPCs)
eine effiziente Strategie, um die Neubildung von Blutpl�tt-
chen zu beschleunigen. In mehreren klinischen Studien
gelang es, die Thrombozytopenie durch die Infusion MPC-
reicher Stammzellen aus peripherem Blut[142] oder aus Kno-
chenmark[143] abzumildern. Daher wird ein Verfahren ben�-
tigt, um die Differenzierung von HSCs ex vivo oder in vivo
hin zur Bildung von Megakaryozyten zu lenken.

Gegenw�rtig verf�gbare Verfahren zur Megakaryozyten-
Differenzierung ex vivo basieren auf Signalmolek�len, die bei
der Untersuchung der Megakaryozytopoese gefunden
wurden. Darunter ist Thrombopoietin das effektivste, obwohl
es auch Differenzierungsprogramme f�r die parallele Akti-
vierung mehrerer Entwicklungslinien aktiviert.[144] Um die
Nachteile durch diese pleiotropen Differenzierungsstrategien

Abbildung 7. SR1 vermittelt die Expansion CD34-positiver Zellen durch Antagonisierung des
AhR. a) SR1-behandelte CD34-positive Zellen halten die Expression von Stamm- und Vorl�ufer-
Zellmarkern aufrecht. b) NOG-M�usen wurden 300 oder 10000 unkultivierte (~) CD34-positive
CB-abgeleitete Zellen injiziert; resultierende Kulturen mit den Nachkommen der 300 oder 10000
CB-st�mmigen CD34-positiven Zellen, die 21 Tage lang mit Cytokinen und SR1 (0.75 mm, *)
bzw. mit Cytokinen und dem Tr�ger (DMSO 0.01%, &) kultiviert wurden. Gezeigt ist der Pro-
zentsatz humaner CD45-positiver Zellen im Knochenmark nach 13 Wochen. c) Der shRNA-ver-
mittelte Knock-down von AhR rekapituliert die gleiche Aktivit�t von SR1. d) Direkte Bindung von
SR1 an AhR im Vergleich zum hochaffinen humanen AhR-Agonisten Indirubin und einem weni-
ger aktiven SR1-Analogon (LGC006). Abdruck mit Genehmigung aus Lit. [36]; Copyright 2010,
American Association for the Advancement of Science.
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zu vermeiden, suchten wir nach Molek�len, die die Diffe-
renzierung von HSCs zu Megakaryozyten steuern. Das
Screening wurde �hnlich durchgef�hrt wie das auf Vermeh-
rung der HSCs, nur wurden die Zellen jetzt mit Megakaryo-
zyten- und Erythrozytenmarkern gekennzeichnet. Bei diesem
Ansatz wurde eine Klasse von Naphthyridinonen identifi-
ziert, die dosisabh�ngig die Megakaryozyten-Differenzierung
steigern. Humane HSCs, die 8 Tage mit dieser Substanz be-
handelt, dann unter Bedingungen f�r die Differenzierung zu
Megakaryozyten neu ausplattiert und schließlich weitere
12 Tage kultiviert wurden, erzeugten eine drei- bis vierfach
h�here Zahl an Megakaryozyten als die Kontrollkulturen.
Wichtig ist, dass auch nach Entfernung der Verbindung die
Megakaryozyten-Vorl�ufer funktional bleiben und die Dif-
ferenzierung abschließen und Kolonien bilden. Die Verbin-
dung wirkt auf allgemeine Myeloid-Vorl�ufer (common
myeloid progenitors; CMPs) und vermehrt die Megakaryo-
zyten-/Erythrozyten-Vorl�ufer (MEPs). Gereinigte CMPs,
die mit der Verbindung behandelt wurden, zeigten eine Zu-
nahme der Megakaryozyten-Differenzierung �hnlich wie bei
gemischten Populationen von HSCs.[145] �hnliche Ans�tze
werden auch verfolgt, um niedermolekulare Verbindungen
und sezernierte Proteine zu finden, die die Erythrozyten-
Reifung beeinflussen. Solche Molek�le k�nnten letztendlich
zur Ex-vivo-Gewinnung von Blutzellen f�r Blutpl�ttchen-
und Erythrozytenmangel dienen.

7.2. Mesenchymale Stammzellen

Neben den HSCs beherbergt Knochenmark eine weitere
Population multipotenter Stammzellen, n�mlich solche, die
zur Regeneration von mesenchymalen Geweben wie Osteo-
blasten (Knochen), Chondrozyten (Knorpel) und Adipozyten
(Fettgewebe) beitragen.[21, 146] Das Differenzierungspotenzial
dieser Zellen �hnelt dem der meso-
dermalen Vorl�uferzellen w�hrend
der Embryonalentwicklung; sie
werden daher mesenchymale
Stammzellen (MSCs) genannt.
Außer im Stroma des Knochenmarks
hat man MSCs auch in anderen Ge-
weben, darunter Fettgewebe, Mus-
keln, Gef�ßen und Haut gefun-
den.[147] Neuere Studien zu einer
Reihe von Krankheiten und Krank-
heitsmodellen haben ergeben, dass
sich adulte MSCs nach Injektion in
einer Verletzung ansiedeln k�nnen
und dort die Wiederherstellung der
Gewebefunktion unterst�tzen.[148]

MSCs exprimieren auch keine HLA-
Antigene der Klasse II und werden
daher als nicht-immunogen angese-
hen; eine Transplantation in einen
allogenen Wirt k�nnte also ohne le-
benslange Immunsuppression m�g-
lich sein. MSCs lassen sich auch re-
lativ einfach isolieren und vermeh-

ren sich einfach in Kultur. Daher finden sie einige Aufmerk-
samkeit f�r zellbasierte Therapien.[149]

Die Identifizierung wirksamer und spezifischer nieder-
molekularer Modulatoren der MSC-Differenzierung sollte
n�tzliche chemische Werkzeuge zur Untersuchung von Ent-
wicklungsmechanismen liefern und k�nnte letztlich auch zu
neuen Therapeutika zur Behandlung einer Reihe degenera-
tiver Erkrankungen f�hren, etwa Osteoarthritis (OA) und
Knochenverlust. Um niedermolekulare Verbindungen zu
finden, die selektiv die Osteogenese induzieren, entwickelten
wir ein Hochdurchsatz-Screening, das in einem Enzymtest die
Expression von ALP (alkalischer Phosphatase) registriert,
einem Marker, der auf Osteoblasten, nicht aber auf mesen-
chymalen Vorl�uferzellen exprimiert wird. Ein Screening der
murinen mesenchymalen Vorl�ufer-Zelllinie C3H10T1/2 mit
einer chemischen Bibliothek lieferte ein 2,6,9-trisubstituiertes
Purin, Purmorphamin, mit starker die Differenzierung zu
Osteoblasten induzierender Aktivit�t.[34] Die Verbindung re-
guliert die Cbfa1/Runx2-Expression (einen �bergeordneten
Regulator der Knochenentwicklung) und andere knochen-
spezifische Marker wie Osteopontin und Kollagen-I hoch. Mit
Purmorphamin behandelte Zellen haben außerdem die cha-
rakteristische Osteoblasten-Morphologie (Abbildung 8). In
einer anschließenden Untersuchung stellte sich auch heraus,
dass Purmorphamin die terminale Reifung von Maus-Pr�-
osteoblasten induziert. In Kombination mit BMP4 kann es
auch die 3T3L1-Pr�adipozyten- und die C2C12-Myoblasten-
Zelllinie zu Osteoblasten transdifferenzieren.[150]

Die BMP-Signalgebung ist an der Osteoblasten-Diffe-
renzierung beteiligt. Wenn C3H10T1/2-Zellen mit BMP4
behandelt werden, differenziert die Mehrzahl der Zellen zu
Osteoblasten. Eine signifikante Zahl der Zellen differenziert
aber zu Adipozyten, was darauf hinweist, dass die BMP-in-
duzierte Differenzierung nicht vollst�ndig spezifisch f�r eine
Entwicklungslinie ist. Um N�heres �ber die zellul�re Antwort

Abbildung 8. Chemische Kontrolle adulter mesodermaler Zellen. Reversin reprogrammiert Myo-
blasten in multipotente Vorl�uferzellen, die in Fettzellen (Adipozyten) und Knochenzellen (Osteo-
blasten) differenzieren k�nnen. Die Differenzierung mesenchymaler Vorl�uferzellen in Osteoblas-
ten wird durch den Hh-Agonisten Purmorphamin verst�rkt. F�r Abstammungslinien spezifische
F�rbungen sind rot; die Zellkernf�rbung mit H�matoxylin ist blau gezeigt. Abdruck mit Genehmi-
gung aus Lit. [39] (Copyright 2007, National Academy of Science, USA) und Lit. [33] (Copyright
2004, Elsevier).
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auf die Purmorphaminbehandlung zu erfahren, wurde eine
Transkriptionsanalyse an C3H10T1/2-Zellen nach Behand-
lung mit Purmorphamin oder BMP4 durchgef�hrt.[33] Auf-
grund der Genexpressionsdaten wird vermutet, dass Pur-
morphamin eine andere biologische Aktivit�t als BMP4 hat
und dass durch die Behandlung mit Purmorphamin strom-
abw�rts liegende Schl�sselgene des Hh-Signalwegs, darunter
Gli1 und Ptc, hochreguliert werden. Antagonisten des Hh-
Signalwegs blockieren die F�higkeit von Purmorphamin, den
Hh-Signalweg zu aktivieren und die Osteogenese zu indu-
zieren. Chen et al. best�tigten, dass Purmorphamin den Hh-
Signalweg aktiviert, indem es direkt an den Hh-Rezeptor Smo
bindet.[35]

Außer Purmorphamin wurden noch mehrere andere nie-
dermolekulare Verbindungen und chemische Cocktails mit
der F�higkeit zur Induktion der MSC-Differenzierung ge-
funden (Tabelle 3b). 5-Aza-dC f�rdert beispielsweise die
Differenzierung von C3H10T1/2-Zellen in Osteoblasten,
Adipozyten und Chondrozyten.[151] Dabei aktiviert 5-Aza-dC
kein spezifisches Differenzierungsprogramm, sondern �ber-
f�hrt die Zellen in einen f�r eine spontane Differenzierung
kompetenten Zustand, der f�r den pleiotropen Effekt ver-
antwortlich ist. Andere niedermolekulare Verbindungen, die
die Osteogenese oder Adipogenese aus MSCs modulieren,
sind oft bereits in allgemeinen Differenzierungs-Cocktails
enthalten. Einige davon enthalten PPARg-Agonisten (wie
Rosiglitazon) und Antagonisten, die weithin als Adipogene-
se-Modulatoren verwendet werden: Dexamethason (ein
Agonist des Glucocorticoidrezeptors), Ascorbins�ure, Iso-
butylmethylxanthin (IBMX, ein unspezifischer Phosphodies-
terase-Inhibitor), Retins�ure, Vitamin D3 und Indomethacin,
das unter sorgf�ltig ausgewogenen Bedingungen Osteogenese
oder Adipogenese von MSCs induzieren kann.[152]

Osteoarthritis betrifft allein in den Vereinigten Staaten
40 Millionen Menschen, und bislang gibt es keine Therapie,
die den Krankheitsverlauf beeinflusst. Die wichtigsten Er-
eignisse in der Pathogenese von OA sind anomale Aktivie-
rung und chondrozytische Differenzierung von MSCs in den
verletzten oder erkrankten Gelenken. Wenn adulte MSCs in
vitro jedoch geeigneten Reizen ausgesetzt werden, k�nnen sie
eine neue funktionale extrazellul�re Knorpelmatrix bilden.
Molek�le, die das regenerative Potenzial der Knorpel-
Stammzellen aktivieren, k�nnten m�glicherweise auch wei-
tere Knorpelzerst�rung verhindern und die Reparatur der
Knorpelsch�den stimulieren. Zu diesem Zweck f�hrten wir
sowohl Screenings mit Bildauswertung als auch solche mit
Alcian-Blau durch, um Bibliotheken niedermolekularer
Verbindungen nach Vertretern zu durchsuchen, die die Bil-
dung chondrogener Keime in prim�ren humanen MSCs und
murinen C3H10T1/2-Zellen vermitteln. Mit dieser Plattform
fanden wir ein Molek�l, Chondrogenin, das selektiv die
Chondrogenese induziert (Hochregulation von Sox9, Lubri-
cin, Typ-II-Kollagen und Aggrecan-Expression, nicht aber
von Osteocalcin oder Typ-X-Kollagen). Dieses Molek�l
wirkte auch sch�tzend (durch Glucosaminoglycan- und NO-
Freisetzung) in explantierten Knorpel-Kulturen, die in Ge-
genwart von TNFa und Oncostatin M gez�chtet wurden. In
beiden Rattenmodellen von OA (Kollagenase VII und chir-
urgische B�nderverletzung) linderte Chondrogenin nach In-

jektion ins Gelenk effizient die Schmerzen und verbesserte
statistisch die histologische Bewertung des Gelenkzustands
verglichen mit der Kontrolle. Der Wirkmechanismus dieses
Molek�ls und m�gliche therapeutische Anwendungen
werden gegenw�rtig untersucht.[153]

7.3. Neuronale Stammzellen

Neuronale Stammzellen (NSCs) befinden sich in abge-
grenzten Regionen des adulten Gehirns und sind zur Selbst-
erneuerung und zur Differenzierung in Neuronen, Astrocyten
und Oligodendrozyten f�hig.[154] Neuronen sind die funktio-
nalen Bestandteile des Nervensystems, die f�r Informations-
verarbeitung und -weiterleitung zust�ndig sind; Astrozyten
und Oligodendrozyten sind insgesamt als Glia bekannt und
spielen eine unterst�tzende Rolle, die f�r das reibungslose
Funktionieren des Nervensystems unverzichtbar ist. Im
Gehirn k�nnen NSCs auf externe Stimuli reagieren und
k�nnen sich, wenn sie trainiert sind, funktional in die exis-
tierenden neuronalen Netzwerke integrieren.[20] Die Existenz
multipotenter Zellen in verschiedenen Regionen des adulten
Gehirns er�ffnet die M�glichkeit einer nicht-invasiven Re-
paratur des Gehirns. M�gliche Therapien k�nnten in einer
Behandlung mit einem Wirkstoff bestehen, um die k�rper-
eigenen regenerativen Mechanismen f�r �berleben, Migra-
tion, Proliferation und/oder Differenzierung der endogenen
NSCs zu stimulieren.

NSCs k�nnen auch einfach ex vivo in Gegenwart von
Wachstumsfaktoren (wie dem epidermalen Wachstumsfaktor
EGF und/oder bFGF) vermehrt werden, oder die Differen-
zierung wird als Reaktion auf das Absetzen des Mitogens
oder durch Zugabe verschiedener f�r die Entwicklungslinien
spezifische Stimuli (z. B. BMP4 oder Retins�ure) induziert.
Der Einsatz solcher Zellen f�r die Transplantation st�ßt al-
lerdings auf verschiedene Hindernisse: Die NSC-Isolierung
ist schwierig und invasiv, effiziente Methoden zur Herstellung
reiner neuronaler Subtypen von NSCs fehlen, und robuste
Methoden zur Integration der eingepflanzten Gewebe in
bestehende neuronale Netzwerke werden noch entwickelt.
Eine andere Komplikation ist, dass NSCs, die aus verschie-
denen Regionen des Gehirns und/oder zu verschiedenen
Zeitpunkten der Entwicklung isoliert wurden, verschieden
auf die Signale reagieren.[155] Außerdem gab es diverse
Schwierigkeiten, die experimentellen Ergebnisse von Ratten
auf Menschen zu �bertragen. Daher sollte die Entwicklung
chemischer Werkzeuge, die die Differenzierungsrichtung von
NSCs kontrollieren, unser Verst�ndnis der NSC-Biologie
vertiefen und vielleicht irgendwann in therapeutische An-
wendungen m�nden.

7.3.1. Selbsterneuerung neuronaler Stammzellen

Je nach Umfeld spielen verschiedenste Signalwege mit
hinein (EGF, VEGF, BMP, LIF-JAK-STAT, Notch und
andere), ob eine NSC sich selbst erneuert oder differen-
ziert.[72b] Mithilfe niedermolekularer Verbindungen, die Si-
gnalwege und Zellzyklus unterbrechen, wurden zahlreiche
Erkenntnisse �ber diese komplexen Vorg�nge gewonnen
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(Tabelle 3 c). Zum Beispiel wurde gefunden, dass der Notch-
Signalweg die Selbsterneuerung von NSCs vermittelt und
dass das JAK-STAT-Signal �ber den LIF-Rezeptor (LIFR)
antagonisiert werden kann. McKay und Mitarbeiter wiesen
nach, dass die Hemmung von JAK oder p38 (stromabw�rts
gelegenen Mediatoren von LIFR) die Selbsterneuerung von
NSCs vermittelt und dass dies auf Kosten der Differenzierung
geht.[157] Der Hh-Signalweg reguliert die Proliferation adulter
NSCs aus dem Hippocampus in vitro und in vivo.[61a] Porter
et al. zeigten, dass ein f�r den Hh-Signalweg spezifischer
Agonist (Hh-Ag1.2) in der Lage ist, die Proliferation von
NSCs zu stimulieren.[59a] Dies ist mit der Beobachtung von
Berman et al. konsistent, dass der niedermolekulare Hh-
Antagonist Cyclopamin die Proliferation hemmen kann und
die Differenzierung der murinen aus dem Gehirn stammen-
den CSCs initiiert.[62a] Cyclopamin oder der neue Hh-Ant-
agonist NVP-LDE225 sind bei Anwendung auf murine
Tumor-Allografts in vivo wirksam und induzieren einen ra-
schen Zelltod humaner Medulloblastomazellen.[59a158] Diese
Ergebnisse haben schl�ssig belegt, dass der Hh-Signalweg
eine beherrschende Rolle bei der Selbsterneuerung ver-
schiedener Stammzellen des Gehirns spielt.

Um neue Mechanismen zu entdecken, die an der Selbst-
erneuerung von NSCs beteiligt sind, f�hrten Diamandiset
et al. ein zellbasiertes Screening mit einer Bibliothek phar-
makologisch aktiver Verbindungen durch; gesucht wurden
Molek�le, die die Proliferation von Neurosph�ren in murinen
NSCs hemmen.[159] Dabei wurden einige neuromodulatori-
sche Verbindungen gefunden, z. B. Dihydrocapsaicin (ein
Agonist des Vanilloid-Rezeptors), Apomorphin (ein Agonist
des Dopamin-Rezeptors) und p-Aminophenetyl-m-tri-
fluormethylphenylpiperazin (PAPP; ein Serotonin-Agonist)
sowie zahlreiche andere Modulatoren des Serotonin-, Opioid-
und Glutamat-Signalwegs. Wichtig ist, dass bei diesem
Screening auch bekannte Modulatoren der NSC-Selbster-
neuerung und -Differenzierung gefunden wurden, darunter
der Hh-Antagonist Cyclopamin ebenso wie Inhibitoren von
p38 und JAK (SB-202190 und WHI-P131). Die Autoren
zeigten, dass die Bildung der Neurosph�ren durch viele dieser
Verbindungen gehemmt wurde, was bedeutet, dass die repli-
kativen Stammzellen – die die neuen Neurosph�ren wieder-
herstellen – inaktiviert worden waren. Auff�llig ist, dass viele
der Verbindungen, die auf Neurosph�ren proliferationshem-
mend wirken, auch das Wachstum von Tumorsph�ren in vitro
hemmen, darunter bekannte Modulatoren der Dopamin-,
Opioid-, Vanilloid- und Serotonin-Signalwege. M�glicher-
weise k�nnen klinisch erprobte neuromodulatorische Ver-
bindungen das reife Zentralnervensystem remodellieren und
sich dabei als n�tzlich bei der Behandlung von Hirntumoren
erweisen.[160]

7.3.2. Gerichtete Differenzierung von NSCs mit bekannten Mo-
dulatoren von Zielstrukturen und Signalwegen

Entwicklung und Hom�ostase des Zentralnervensystems
werden in vivo durch zahlreiche niedermolekulare Verbin-
dungen beeinflusst. Diese k�nnen �ber Kernrezeptoren oder
�ber eine der verschiedenen Zelloberfl�chenrezeptor-ver-
mittelten Signalkaskaden (z. B. Schilddr�senhormone, Reti-

noide, Glucocorticoide, biogene Amine) wirken. Retins�ure
ist beispielsweise ein bekanntes Signalmolek�l, das an der
neuronalen Musterbildung, der neuronalen Differenzierung
und dem Aussprossen der Axone beteiligt ist,[161] w�hrend das
Schilddr�senhormon Oligodendrogenese und Stammzeller-
haltung vermittelt.[162] Aufgrund der gut gesicherten Rolle, die
diese niedermolekularen Verbindungen in der Zellentwick-
lung spielen, werden viele inzwischen genutzt, um die Diffe-
renzierung neuronaler Stamm-, Vorl�ufer- oder ES-Zellen in
vitro zu steuern. Zu diesen gut bekannten Verbindungen
werden eine Reihe anderer Substanzen eingesetzt, um die
Differenzierung in die verschiedenen Entwicklungslinien und
die Zuordnungen in NSCs in vitro und in vivo zu untersuchen
(Tabelle 3 c). Ein fr�hes Beispiel ist der Naturstoff und
Agonist des PKA-Signalweges Forskolin (FSK). In vitro f�r-
dert FSK die Neurogenese aus NSCs, indem es den intrazel-
lul�ren cAMP-Spiegel anhebt und damit den Hh-Signalweg
durch Hemmung der Gli-abh�ngigen Transkriptionsaktivie-
rung blockiert.[59a] Wenn FSK zusammen mit Retins�ure
eingesetzt wird, beobachtet man außerdem eine synergisti-
sche Zunahme der Neuronenbildung aus NSCs.[163] Danach
wurde aufgrund weiterer Untersuchungen vermutet, dass die
meisten Antidepressiva und umweltbedingten Interventio-
nen, die Verhaltenseffekte �hnlich wie durch Antidepressiva
erzeugen, die adulte Neurogenese im Hippocampus in vivo
stimulieren. So wurde durch Behandlung mit Wirkstoffen
gegen chronische Depressionen wie Fluoxetin die Neuroge-
nese im Hippocampus angeregt.[164] Mit diesen und anderen
Untersuchungen wurde eine �berzeugende Verbindung zwi-
schen der Regeneration von Neuronen und ihrer Rolle bei
der Abmilderung der Symptome der Depression herge-
stellt.[20,165]

Es gibt zunehmend Hinweise darauf, dass die Ver�nde-
rung epigenetischer Markierungen eine wichtige Determi-
nante f�r die Bestimmung der Entwicklungslinie neuronaler
Stamm- und Vorl�uferzellen ist.[166] Beispielsweise wurde mit
HDAC-Inhibitoren die Notwendigkeit der HDAC-Aktivit�t
w�hrend eines spezifischen Zeitintervalls der Oligodendro-
zyten-Differenzierung[167] und dem Auswachsen der Zellen[168]

in vitro und in vivo gezeigt. Gage et al. berichteten, dass die
Hemmung der HDAC-Aktivit�t durch niedermolekulare
Inhibitoren die neuronale Differenzierung adulter NSCs auf
Kosten der Astrozyten- und Oligodendrozyten-Differenzie-
rung beg�nstigt. Außerdem differenzieren NSCs, die mit
HDAC-Inhibitoren behandelt wurden, sogar unter Bedin-
gungen zu Neuronen, die spezifisch sind f�r die Differenzie-
rung in die Entwicklungslinien von Astrozyten und Oligo-
dendrozyten.[169] Eine Analyse des Mechanismus ergab, dass
HDAC-Inhibitoren (d. h. TSA, Butyrat und Valproins�ure,
VPA) bekannte neurogene oder gliogene Signalwege weder
direkt aktivieren noch hemmen; dies deutet auf einen ande-
ren Wirkmechanismus hin. Allerdings zeigte sich, dass
HDAC-Inhibitoren den neurogenen Schl�sseltranskriptions-
faktor NeuroD hochregulieren, was nahelegt, dass die
HDAC-Hemmung durch die Induktion neurogener Tran-
skriptionsfaktoren gleichzeitig die neuronale Entwicklungs-
linie f�rdert und die gliale Entwicklungslinie hemmt. �hnlich
charakterisierten Schneider und Mitarbeiter ein neurogenes
Isoxazol, das die CaMKII (die wichtigste HDAC-Kinase)

Regenerative Medizin
Angewandte

Chemie

235Angew. Chem. 2011, 123, 210 – 256 � 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


aktiviert, wodurch HDAC5 aus dem Kern exportiert wird und
neurogene Transkriptionsfaktoren (darunter NeuroD) de-
reprimiert werden.[170] Diese Untersuchungen liefern Hin-
weise darauf, dass die Blockade der HDAC-Aktivit�t eine
zentrale Rolle bei der Selektion der neuronalen Entwick-
lungslinie spielt. Entsprechend zeigten Hsieh et al. , dass eine
Behandlung mit VPA die Proliferation verminderte und
gleichzeitig die neuronale Differenzierung im Gyrus Denta-
tus adulter Ratten in vivo anregte.[169] Hao et al. zeigten auch,
dass die HDAC-Hemmung die Neurogenese in vivo
anregt.[171] Sie vermuten allerdings, dass der Effekt, den VPA
ausl�st, nicht ausschließlich von der Hemmung der HDAC
herr�hrt. Von VPA ist neben seiner Wirkung auf die HDAC-
Aktivit�t auch bekannt, dass sie GSK-3b hemmt und den
MEK/ERK-Signalweg aktiviert. Die selektive Hemmung von
GSK-3b, von HDAC oder von beiden erreichte nicht die
gleiche neurogene Aktivit�t wie durch VPA, was darauf
hindeutet, dass die Aktivierung von MEK/ERK in vivo
ebenfalls pro-neurogen wirken kann. In einer neueren Un-
tersuchung fanden Fischer et al. weitere Hinweise, dass die
Hemmung von HDACs in vivo neurogen ist. Eine Behand-
lung von M�usen mit Butyrat induzierte das Aussprossen von
Dendriten, erh�hte die Anzahl der Synapsen und reaktivierte
das Lernverhalten und den Zugang zu Inhalten des Lang-
zeitged�chtnisses.[172] Zusammengefasst zeigen diese Daten,
dass die HDAC-vermittelte Genregulation ein wichtiger und
bestimmender Faktor f�r die Fortpflanzung und Aufrechter-
haltung der Entwicklungslinien im Gehirn ist und dass die
Hemmung der HDAC letztlich als Mittel dienen kann, die
regenerativen Mechanismen des Gehirns in vivo zu stimu-
lieren.

Am regenerativen Prozess der Remyelinisierung im ZNS,
der auf den Verlust von Neuronen oder die Besch�digung von
Axonen folgt, sind Oligodendrozyten-Vorl�uferzellen
(OPCs) beteiligt, aus denen reife Oligodendrozyten entste-
hen, die die demyelinisierten Axone mit neuem Myelin ein-
h�llen.[173] Bei verschiedenen Krankheiten, die mit Demyeli-
nisierung einhergehen, wie multipler Sklerose (MS), ist die
neurologische Sch�digung mit einem progressiven Versagen
des Remyelinisierungprozesses gekoppelt. Dieses Versagen
r�hrt zumindest zum Teil von einer beobachteten Hemmung
der OPC-Differenzierung an Stellen der Demyelinisierungs-
verletzung und entz�ndlichen Sch�digungen her. Die Me-
chanismen, die die Hemmung der OPC-Differenzierung
lenken, sind noch nicht v�llig aufgekl�rt, aber wahrscheinlich
sind inflammatorische Cytokine, exzitatorische Aminos�u-
ren, Myelinproteine und vielleicht neurotrophe Wachstums-
faktoren beteiligt.[173] Niedermolekulare Verbindungen, die in
solcher Umgebung die Differenzierung von OPCs zu reifen,
myelinbildenden Zelltypen vorantreiben, w�ren f�r die Ent-
wicklung einer effizienten Kombinationstherapie f�r die Be-
handlung von MS vielversprechend. Daher haben wir und
andere Gruppen Screeningans�tze auf niedermolekulare
Verbindungen durchgef�hrt, die die Differenzierung von
OPCs induzieren und/oder die Myelinisierung verst�rken.
Buckley et al. durchsuchten eine kleine Sammlung bekannter
bioaktiver Verbindungen in vivo mit transgenen Olig2-GFP-
Zebrafischen auf Molek�le, die die Rekrutierung von Zellen
der Oligodendrozyten-Entwicklungslinie beeinflussen und

�berpr�ften die Effekte der Prim�rhits auf die Oligoden-
drozyten-Differenzierung mit qRT-PCR auf das basische
Myelinprotein MBP.[174] Allerdings beeinflussten alle best�-
tigten Hits aus dem prim�ren Rekrutierungstest die MBP-
Expression negativ. In einem anderen Beispiel identifizierten
Joubert et al. Verbindungen, die die OPC-Differenzierung
induzieren, mit einem High-Content-Screening mit bildge-
bender Auswertung einer fokussierten Sammlung biologisch
aktiver Molek�le in einer OPC-Zelllinie.[175] Zus�tzlich zu
den Klassen bekannter Induktoren der OPC-Differenzierung,
darunter cAMP/PKA-Agonisten (Forskolin, dbcAMP),
Kernrezeptor-Liganden (Retins�ure, Glucocorticosteroide)
und Nukleosid-Analoga (Ribavirin, Leflunomid) wurden
auch die ErbB-Inhibitoren PD174265 und 4557W als neue
Regulatoren der OPC-Zellentwicklung identifiziert.

Mit aus dem Sehnerv von Ratten gewonnenen prim�ren
OPCs f�hrten wir ein High-Content-Screening mit bildge-
bender Auswertung gegen eine umfangreiche Sammlung be-
kannter biologisch aktiver Verbindungen durch. Unter den
best�tigten Hits aus diesem Ansatz fanden sich verschiedene
Verbindungen aus den oben erw�hnten Klassen, daneben
aber auch andere Verbindungen (am wichtigsten Rho/
ROCK-Kinase-Inhibitoren und Ionenkanalblocker). Dazu
passt ein k�rzlich erschienener Bericht, wonach der Rock-II-
Inhibitor Fasudil (einer der wirksamsten Induktoren der
OPC-Differenzierung in unseren Tests) die OPC-Differen-
zierung in Gegenwart hemmender Myelinproteine voran-
treibt.[176] Interessanterweise sind mehrere der bekannten
Substanzen, die wir in unserem Screening gefunden haben, in
der klinischen Entwicklung f�r die Behandlung von MS (z. B.
der b2-Agonist Levalbuterol).[177] Der vorgeschlagene Wirk-
mechanismus f�r diese Molek�le wird in ihren immunmo-
dulatorischen Eigenschaften vermutet. Nach unseren Ergeb-
nissen k�nnte die beobachtete klinische Wirksamkeit solcher
Molek�le zumindest teilweise darin bestehen, dass sie den
Remyelinisierungsprozess direkt beeinflussen.

7.3.3. Identifikation und Charakterisierung neuer Modulatoren
der NSC-Differenzierung

Obwohl die gezielte Modulation bekannter Signalwege
und des Epigenoms eine Reihe operativer Mechanismen bei
NSCs ans Licht gebracht haben, ist man noch immer weit von
einem vollst�ndigen Verst�ndnis oder gar der F�higkeit zur
selektiven Kontrolle der NSC-Entwicklung entfernt. So
haben wir und andere ungerichtete zellbasierte Screening-
ans�tze entworfen, um neue Mechanismen zu finden, die die
Entwicklung von NSCs kontrollieren. Dazu isolierten wir
prim�re neuronale Vorl�uferzellen (NPCs) aus dem adulten
Ratten-Hippocampus, plattierten sie als Monoschichten aus,
kultivierten sie ohne Mitogen-Stimulation und behandelten
sie mit chemischen Bibliotheken.[178] Nach vier Tagen wurden
die Zellen fixiert und mit einem neuronalen (bIII-Tubulin)
und einem astroglialen Marker (GFAP) immungef�rbt, um
Verbindungen zu finden, die die Differenzierung adulter
NPCs spezifisch in Richtung Neuronen oder Astrozyten
lenken. Ein 2-substituiertes Aminothiazol (Neuropathiazol)
induzierte bis zu 80 % der Zellen zur Differenzierung in bIII-
Tubulin-positive Neuronen mit charakteristischer neuronaler
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Morphologie. Die Neuropathiazol-Behandlung induziert die
Expression von NeuroD parallel zu einer Abnahme der Ex-
pression von Sox2 (einem Marker f�r neuronale Vorl�ufer-
zellen). Wichtig ist, dass Neuropathiazol im Gegensatz zu
Retins�ure die Proliferation und die BMP-induzierte Astro-
zyten-Differenzierung blockiert.

Eine gezielte Struktur-Wirkungs-Studie lieferte ein Mo-
lek�l (KHS101), das in vitro eine h�here neurogene Aktivit�t
als die vorher publizierte Verbindung[178] und eine verbesserte
Hirnpenetration hatte. Bei systemischer Gabe an adulte
Ratten steigerte dieses Molek�l die neuronale Differenzie-
rung.[179] Affinit�tsbasierte Untersuchungen ergaben, dass
KHS101 die Neurogenese durch Wechselwirkung mit dem
transformierenden sauren TACC3 (coiled-coil containing
protein 3) f�rdert. Ein Ausschalten von TACC3 verursacht
einen Ph�notyp mit starker neuronaler Differenzierung in
kultivierten NPCs, vergleichbar der Behandlung mit KHS101.
Die Behandlung mit KHS101 f�hrte zu einer verst�rkten
Lokalisation des Nervensystem-spezifischen Transkriptions-
faktors ARNT2 im Kern; die �berexpression von ARNT2
(einem mit TACC3 interagierenden Protein) beg�nstigte die
neuronale Differenzierung gegen�ber der Astrozytenbildung
deutlich, selbst unter Astrozyten-induzierenden Bedingungen
(Behandlung mit BMP). Zusammengefasst weisen diese Be-
funde darauf hin, dass KHS101 die Neurogenese durch
Wechselwirkung mit TACC3 beschleunigt und st�tzen die
Annahme einer funktionalen Verbindung zwischen KHS101
und der TACC3-ARNT2-Achse. Dies geschieht durch eine
negative Regulation des Zellzyklus und gleichzeitige Akti-
vierung eines neuronalen Differenzierungsprogramms in
NPCs. Umfangreiche Literaturdaten deuten darauf hin, dass
TACC3 eine entscheidende Rolle bei der Erhaltung der
Vorl�uferzellen spielt und dass es zur Differenzierung her-
unterreguliert wird, obwohl die molekularen Mechanismen
stromabw�rts von TACC3 noch aufgekl�rt werden
m�ssen.[180]

In einer �hnlichen Untersuchung identifizierten Saxe
et al. eine Reihe von Inhibitoren und Verst�rkern der neu-
ronalen Differenzierung aus einer Bibliothek mit bioaktiven
Verbindungen.[181] Unter diesen befand sich der Ligand
Phosphoserin (P-Ser), der die Proliferation und Selbster-
neuerung muriner NSCs hemmt, die Entwicklung in Richtung
Neuronen verst�rkt und das �berleben der Neuronen ver-
bessert. Wichtig ist auch, dass die Aktivit�t von P-Ser von der
Bindung an den metabotropen Glutamatrezeptor 4 der
Gruppe III (mGluR4) abh�ngt, womit die Funktion dieses
Rezeptors aufgekl�rt ist. Fr�here Arbeiten mit einem ande-
ren mGluR4-Verst�rker, PHCCC, ließen erwarten, dass der
mGluR4-Agonismus einen hemmenden Effekt auf die NSC-
Proliferation und einen f�rdernden Einfluss auf das Aus-
wachsen der Neuriten habe.[182] So liefert die Identifizierung
von P-Ser eine entwicklungsbiologische Verbindung zwischen
einem endogenen Liganden und einem Rezeptor, der be-
kanntermaßen eine Rolle in der Neurogenese spielt. P-Ser
steigert auch die Neurogenese in humanen, von ES-Zellen
abgeleiteten neuronalen Vorl�uferzellen und zeigt damit
einen konvergenten Signalweg der Neurogenese in Menschen
und Ratten auf.[181]

8. Chemische Kontrolle zellul�rer Plastizit�t:
Entdifferenzierung und Reprogrammierung

W�hrend der Entwicklung von S�ugern werden unspe-
zialisierte Stammzellen durch epigenetische Modifikationen
programmiert. Die Spezifizierung der Entwicklungslinie geht
allerdings auf Kosten des Entwicklungpotenzials. Ist eine
Zelle einmal spezialisiert, verliert sie irreversibel die F�hig-
keit, andere Zelltypen des K�rpers zu bilden (Abbildung 1).
Dies steht im Gegensatz zum regenerativen Potenzial bei
anderen Lebewesen außerhalb der S�ugergattung. Beispiels-
weise k�nnen die Zellen einer verletzten Salamanderextre-
mit�t dedifferenzieren; sie bilden ein multipotentes Blastem
und regenerieren eine verlorene Gliedmaße vollst�ndig, ein-
schließlich Knochen, Blutgef�ße und Nerven.[183] Viele der
fr�hen Arbeiten �ber regenerative Medizin galten der Auf-
kl�rung der Mechanismen, die die Dedifferenzierung in Fi-
schen und Amphibien steuern, in der Hoffnung, solche Me-
chanismen auf S�uger �bertragen zu k�nnen.[184]

Die j�ngeren Arbeiten zur zellul�ren Plastizit�t bei S�u-
gern befassen sich vornehmlich mit exogenen Maßnahmen
zur Ausweitung des Zellentwicklungspotenzials. Im Allge-
meinen werden zwei Methoden angewendet: pharmakologi-
sche Intervention und/oder genetische Modifikation. Bei
letzterer werden Stammzellfaktoren in somatischen Zellen
exprimiert,[102b] w�hrend bei ersterer somatische Zellen von
außen durch pharmakologische St�rung von Signalwegen
und/oder der epigenetischen Architektur dazu gebracht
werden, sich wie Stammzellen zu verhalten.[185]

Neben der Dedifferenzierung zur�ck zu einem multipo-
tenten Status gibt es inzwischen eine Reihe von Methoden,
um S�ugerzellen den ganzen Weg zur�ck zum pluripotenten
Zustand umzuprogrammieren. Dies wurde zuerst an Schafen
gezeigt, indem ein differenziertes Genom in eine entkernte
Eizelle verpflanzt wurde. Der Prozess wird als Transfer eines
somatischen Zellkerns (SCNT, somatic cell-nuclear transfer)
oder auch als Klonen bezeichnet.[186] Inzwischen wurden auch
einfachere und besser durchzuf�hrende Techniken f�r die
Reprogrammierung von S�ugerzellen entwickelt, etwa die
Fusion zwischen somatischen Zellen und ES-Zellen,[187] eine
umgebungsinduzierte Reprogrammierung von Keimzellen[188]

und eine retrovirale �bertragung definierter Transkriptions-
faktor-Cocktails.[16,189] Die Entwicklung dieser alternativen
Reprogrammierungsverfahren haben rasche Fortschritte auf
diesem Feld erm�glicht.

Die Entdeckung zellul�rer Plastizit�t in S�ugern er�ffnet
die M�glichkeit, eigene gesunde, reichlich vorhandene und
leicht zug�ngliche adulte Zellen zu verwenden, um verschie-
denartige funktionale Zelltypen zu erzeugen. Solche Zellen
k�nnten dann eingesetzt werden, um gesch�digte Gewebe
und Organe zu reparieren und gleichzeitig viele der Hinder-
nisse zu umgehen, die mit allogenen Stammzellen bei klini-
schen Anwendungen verbunden sind. Die Reprogrammie-
rungstechniken erm�glichen auch die Herstellung krank-
heitsspezifischer zellul�rer Modelle, an denen man verschie-
dene genetische Erkrankungen in einer Gewebekultur un-
tersuchen kann oder nach Wirkstoffen suchen kann, die die
Krankheit beeinflussen.[18] Daher gibt es erhebliches Inter-
esse daran, diese komplexen Vorg�nge zu verstehen und sie
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letztlich f�r regenerative Therapien zu kontrollieren. Im
Folgenden diskutieren wir die chemischen Ans�tze, mit denen
ein Wechsel der Entwicklungslinie gesteuert und eine Re-
programmierung zum pluripotenten Zustand vorgenommen
werden kann.

8.1. Methoden zur Etablierung zellul�rer Plastizit�t

Mit dem Ausdruck „zellul�re Plastizit�t“ beschreibt man
die F�higkeit eines Zelltyps, sich in eine andere Zelle au-
ßerhalb der eigenen Entwicklungslinie umzuwandeln. Bei-
spiele sind die Dedifferenzierung einer reifen Zelle in einen
urspr�nglicheren Zustand, die Transdifferenzierung von
Keimbl�ttern in einen anderen Typ und die vollst�ndige
epigenetische Revision, die w�hrend der Reprogrammierung
stattfindet. In gleichem Maße, wie wir ein verbessertes Ver-
st�ndnis der epigenetischen Prozesse erlangt haben, die die
Spezifikation der Entwicklungslinien bestimmen, stehen uns
heute ausgereifte Techniken zur Pr�fung von Zellidentit�ten
zur Verf�gung. Wir k�nnen nun die Methylierungsmuster der
DNA bestimmen, die Modifikationen der Histone charakte-
risieren und Genexpressionsprofile mit ausgezeichneter Pr�-
zision bestimmen. Außerdem haben uns die Fortschritte bei
der Zell- und Gewebetransplantation, der Erzeugung von
transgenen ES-Zellen und der Verfolgung von Entwick-
lungslinien stringente M�glichkeiten an die Hand gegeben,
um Herkunft und Entwicklungspotenzial einer Zelle zu be-
stimmen.

Traditionell wurde die Differenzierungskapazit�t einer
Zelle anhand der Expression von Zelloberfl�chenmarkern
und/oder der Morphologie im Verlauf der In-vitro-Differen-
zierung charakterisiert. Dies ist zwar ein entscheidender
erster Schritt f�r die Erfassung des Entwicklungspotenzials, es
ist aber der am wenigsten stringente Test f�r eine Zelle in
Kultur und kann Ursache f�r In-vitro-Artefakte sein. So kann
z. B. das Wachstum und/oder die Differenzierung in vitro eine
stressinduzierte Abweichung in der Genexpression verursa-
chen, wenn die Kulturbedingungen suboptimal sind (wenn
z. B. ein Fibroblast in serumfreiem Medium oder unter che-
mischem Stress kultiviert wird).[190] Stress kann auch �nde-
rungen am Zytoskelett filament�ser Proteine (z. B. Nestin
und GFAP) hervorrufen, die oft als Marker einer bestimmten
Entwicklungslinie benutzt werden. Dadurch kann ein Zelltyp
einen anderen nachahmen: morphologisch, durch aberrante
Genexpression oder indem die Zelle Eigenschaften der ur-
spr�nglichen Zellen und der de-/transdifferenzierten Zelle
besitzt („Mosaikzellen“). Weitere Irrt�mer k�nnen durch die
Kontamination von multipotenten Zellen in prim�ren Isola-
ten auftreten. Insgesamt kann jedes dieser Artefakte zu einer
Fehlinterpretation der Ergebnisse f�hren.[191]

Solche Artefakte k�nnen allerdings meist vermieden
werden, indem man mehrere Zelltyp-spezifische Marker in
den de-/transdifferenzierten Zellen analysiert, entweder
durch klonale Analyse des Differenzierungspotenzials oder
durch Vergleich von Expressionsprofil und Morphologie der
entstehenden Zellen mit authentischen Kontrollen (Abbil-
dung 9). Wenn die de-/transdifferenzierten Zellen diesen
Kriterien entsprechen, k�nnen stringentere Test angewendet

werden, etwa eine funktionelle �berpr�fung der differen-
zierten Zellen (z.B. Aktionspotenziale in Neuronen oder
Insulinsekretion in pankreatischen b-Zellen). Außerdem
kann das Anwachspotenzial nach Transplantation und die
F�higkeit zum normalen Ersatz von Geweben oder Organen
getestet werden (obwohl auch von Artefakten in Verbindung
mit Zellfusionen berichtet wurde).[192]

Obgleich diese Methoden f�r Zellen jeglichen Entwick-
lungspotenzials eingesetzt werden k�nnen, werden sie am
h�ufigsten verwendet, um Multipotenz oder Identit�t einer
Entwicklungslinie zu zeigen. Zum Nachweis von Pluripotenz
sind zus�tzliche Analysen erforderlich (Abbildung 9): 1) Test
auf die Bildung von Tumoren, die alle prim�ren Keimbl�tter
repr�sentierende Zelltypen exprimieren (Keimzelltumore
oder Teratome); 2) Injektion von Zellen in einen sich entwi-
ckelnden Blastozysten, wonach der entstehende Organismus
aus Wirt- und Donorzellen besteht (Chim�re); 3) Test auf
Transmission in die Keimbahn der Folgegenerationen.[7a] Der
stringenteste aller Tests f�r das Entwicklungspotenzial ist die
Injektion von Zellen in tetraploide Blastozysten; der entste-
hende Organismus wird dann ausschließlich aus den Donor-
zellen gebildet (tetraploide Embryo-Komplementation).[17]

Im folgenden Abschnitt stellen wir eine Reihe von Ver-
bindungen vor, die das Entwicklungspotenzial von Zellen
beeinflussen (Tabelle 4). F�r einen umfassenderer �berblick
�ber die Methoden zum Test zellul�rer Plastizit�t ein-
schließlich Fehlerquellen und m�glicher Fehlinterpretationen

Abbildung 9. Flussdiagramm f�r die Analyse des Entwicklungspotenzi-
als und/oder der Entwicklungsrichtung von Zellen. Strategien, die nur
f�r pluripotente Zellen verwendet werden, sind rechts unter den gestri-
chelten Pfeilen gezeigt.
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verweisen wir auf eine Reihe von Aufs�tzen, die unter-
schiedliche Aspekte dieser Thematik behandeln.[7a,185, 193]

8.2. Dedifferenzierung von Zellen in andere Entwicklungslinien
8.2.1. M�use-Myoblasten

Bei der Bildung der Skelettmuskeln stoppen die prolife-
rierenden Myoblasten ihre Zellteilung und verschmelzen zu
vielkernigen Myotuben. Neue In-vitro-Studien lassen erwar-
ten, dass man terminal differenzierte murine Myotuben durch
die ektopische Expression von Msx1[194] oder durch Zusatz
von Extrakten regenerierender Molch-Gliedmaßen zur De-
differenzierung in mesenchymale Vorl�uferzellen induzieren
kann.[195] Um niedermolekulare Verbindungen zu finden, die
das Zellschicksal terminal differenzierter Myotuben umkeh-
ren k�nnen, entwickelten wir einen Test, der auf der Deag-
greation vielkerniger Myotuben in individuelle Myoblasten
beruht. Auf diese Weise identifizierten wir die Verbindung
Myoseverin, die die Spaltung vielkerniger Myotuben in
myoblasten�hnliche Zellen induziert; letztere k�nnen proli-
ferieren und erneut Myotuben bilden.[196] Durch Affinit�ts-
chromatographie von Zellextrakten und die Untersuchung
von Zytoskelettproteinen fanden wir, dass Myoseverin an
Tubulin bindet und das hochgeordnete Zytoskelett der Mi-
krotubuli innerhalb der Myotuben desintegriert. Die Tren-
nung der Mikrotubuli induzierte dann die Reversion der
terminal differenzierten Myotuben zu ihren Vorl�ufern, die
ihrerseits wieder auf Wachstums- und Differenzierungssi-
gnale reagierten. Wenn auch die Effekte von Myoseverin
wahrscheinlich von der Remodellierung des Zytoskeletts
herr�hren und die entstehenden Zellen noch immer unipo-
tent sind, zeigt dieses Experiment dennoch im Prinzip, dass
terminal differenzierte Zellstadien durch eine niedermole-
kulare Substanz ver�ndert werden k�nnen.

Um kleine Molek�le zu finden, die die Dedifferenzierung
von Myoblasten in multipotente Vorl�uferzellen induzieren,
wurde ein neues Screening entworfen, bei dem murine
C2C12-Myoblasten mit den entsprechenden Verbindungen
behandelt und dann unter Osteogenese-induzierenden Be-
dingungen (die nur mesenchymale Vorl�uferzellen beein-
flussen) ausplattiert und auf ihre F�higkeit zur Differenzie-
rung zu Osteoplasten getestet wurden. Wir fanden ein 2,6-
disubstituiertes Purin, Reversin, das die terminale Myotu-
benbildung aus Myoblasten hemmt.[197] Stattdessen differen-
zieren die Reversin-behandelten Myoblasten zu Osteoblasten
oder Adipozyten, wenn sie geeigneten Differenzierungsbe-
dingungen ausgesetzt werden (Abbildung 8). Wichtig ist, dass
der Dedifferenzierungseffekt mit Reversin eher induktiv als
selektiv ist. Das bedeutet: 1) Zellen, die als Einzelzellklone
vermehrt und mit Reversin behandelt wurden, zeigen multi-
potentes Differenzierungspotenzial; 2) eine Transdifferen-
zierung von Myoblasten direkt in Osteoblasten oder Adipo-
zyten wurde unter den Bedingungen f�r die Induktion von
Osteogenese oder Adipogenese nicht beobachtet; 3) in Ab-
wesenheit von Adipogenese- oder Ostegenese-induzieren-
dem Medium hatte eine fortdauernde Behandlung mit Re-
versin alleine keine adipogene oder osteogene Wirkung; und
4) bei den verwendeten Reversinkonzentrationen wurde kein
signifikantes Absterben von Zellen beobachtet (was bedeu-
tet, dass Reversin nicht einfach dadurch Vorl�uferzellen an-
reichert, dass es selektiv Myoblasten abt�tet).

Tabelle 4: Auswahl niedermolekularer Modulatoren der Zellplastizit�t.

Verbindung Zielstruktur
Funktion

l-Ascorbins�ure
Steigert die Effizienz der direkten Re-
programmierung

Bay K8644 (BayK)
Ca2+-Kan�le vom L-Typ
Ersetzt BIX zusammen mit Sox2 und c-
Myc bei der direkten Reprogrammierung

Kenpaullone
unbekannt
Ersetzt Klf4 bei der direkten Repro-
grammierung

RepSox
Typ I-Rezeptor (ALKs 4, 5, 7)
Ersetzt Sox2 und c-Myc bei der direkten
Reprogrammierung

5-Aza-Cytidin (5-AzaC)
DMNTs
Steigert die Effizienz der direkten Re-
programmierung

BIX 01294 (BIX)
G9a
Ersetzt mit BayK zusammen Sox2 und c-
Myc bei der direkten Reprogrammierung

Myoseverin
Mikrotubuli
Revertiert terminal differenzierte Myo-
tuben in Myoblasten

Valproins�ure (VPA)
HDACs
Steigert die Effizienz der direkten Re-
programmierung � c-Myc
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Reversin wurde als Dedifferenzierungsagens in verschie-
denen Anwendungsbereichen eingesetzt. So verwendeten
Anastasia et al. Reversin, um prim�re murine und humane
Hautfibroblasten mit hoher H�ufigkeit in vitro und in vivo in
Myogen-kompetente Zellen zu transformieren.[198] Außerdem
konnten die behandelten Fibroblasten unter geeigneten Be-
dingungen in Osteoblasten umgewandelt werden. Auf �hnli-
che Weise zeigten Saraiya et al. , dass auch knorpelbildende
Zellen aus Rattenwirbels�ulen mit Reversin dedifferenziert
werden k�nnen.[199] Behandelte Zellen wurden wieder mit
multipotentem mesenchymalem Potenzial ausgestattet und
konnten unter f�r die Abstammungslinie geeigneten Bedin-
gungen in Osteoblasten, Adipozyten oder zur�ck in Knorpel
differenzieren. Allerdings zeigen die dedifferenzierten Zellen
ein deutlich erh�htes Potenzial f�r die Differenzierung in
chondrozytische Zellen. Die dedifferenzierende Aktivit�t
von Reversin greift jedoch nicht bei allen Abstammungslini-
en. In manchen Zelltypen wirkt Reversin als wirksamer Dif-
ferenzierungsinduktor. So f�rdert Reversin die Differenzie-
rung in einer Reihe von Tumorzelllinien.[200] In einer anderen
Untersuchung fanden Kim et al., dass die Behandlung der
3T3L1-Pr�adipozytenlinie mit Reversin unter adipogenen
Differenzierungsbedingungen eine synergistische Verst�r-
kung der Adipozyten-Differenzierung bewirkt.[201]

Nachfolgende Arbeiten unserer Gruppe ergaben, dass
Reversin in verschiedenen Zelltypen wirksam ist, etwa in
3T3E1-Osteoblasten (behandelte Zellen zeigten adipogenes
Potenzial) und in humanen prim�ren Skelettmyoblasten
(behandelte Zellen zeigten osteogenes und adipogenes Po-
tenzial).[39] Mit affinit�tsbasierten Verfahren identifizierten
wir als zellul�re Targets von Reversin die Mitogen-aktivierte,
extrazellul�r regulierte Kinase (MEK1) und die schwere
Kette des nichtmuskul�ren Myosin II (NMMII). cDNA-
�berexpression gekoppelt mit siRNA und niedermolekula-
ren Inhibitoren von MEK1 und NNMII ergaben, dass die
Inhibition beider Targets f�r die Aktivit�t von Reversin
notwendig ist. Mit einer Reihe von stadienspezifischen
Hemmstoffen des Zellzyklus fanden wir heraus, dass die Ef-
fekte von Reversin auf den Zellzyklus (Reversin induziert
eine Akkumulation von Zellen in der G2M-Phase) auch
Folge der Dedifferenzierungsaktivit�t sein k�nnten. Cortese
und Mitarbeiter hatten zuvor nachgewiesen, dass Reversin
die Zellzyklus-regulierenden Aurorakinasen hemmt.[200b]

Aufgrund dieser Beobachtung verwendeten sie modifizierte
Inhibitoren der Aurorakinase (VX-680 und Hesperadin) bei
C2C12-Zellen und sahen, dass diese Verbindungen wie Re-
versin in der Lage sind, die Zellen zur�ck in den multipo-
tenten Zustand zu dedifferenzieren.[202] Wichtig war der
Befund, dass C2C12-Zellen, die Kinaseinhibitor-resistente
Aurorakinase-B-Mutanten exprimieren, nicht auf die dedif-
ferenzierende Aktivit�t von Reversin reagierten. Insgesamt
st�tzen diese Ergebnisse ein Modell, demzufolge epigeneti-
sche Ver�nderungen aufgrund der Hemmung der Auroraki-
nase eine Remodellierung von Chromatin vermitteln, welche
ihrerseits den multipotenten Zustand wiederherstellt. Damit
n�hert sich diese Untersuchung weitgehend dem Mechanis-
mus an, der urspr�nglich vorgeschlagen wurde. Durch die
Blockade von NMMII induziert Reversin die Zellakkumu-
lation in der G2M-Phase des Zellzyklus und moduliert

gleichzeitig die Acetylierung von Histon H3, indem es die
MEK-abh�ngigen Signale unterdr�ckt.[39]

8.2.2. Vorl�uferzellen f�r Oligodendrozyten

OPCs sind unipotente Vorl�uferzellen, aus denen sich
Oligodendrozyten entwickeln, also die Zellen, die die Axone
einh�llen und die schnelle Signal�bertragung im Gehirn er-
m�glichen. OPCs machen etwa 5–8 % der Gesamtzellen des
adulten Gehirns aus und �berdauern die Lebensdauer eines
erwachsenen Organismus. Sie sind auch stark beweglich und
reagieren auf demyelinisierende Verletzungen.[173] Daher
stellen OPCs eine attraktive endogene Quelle f�r Zellen dar,
die sich zur Reparatur des Zentralnervensystems dediffe-
renzieren lassen sollten.

OPCs, die aus ihrer Nische entfernt und in vitro kultiviert
werden, werden bipotent und k�nnen sich außer zu Oligo-
dendrozyten auch zu Typ-2-Astrozyten entwickeln.[162,203]

Sehr interessant ist, dass OPCs nach Inkubation mit BMP2
und Vermehrung in NSC-Wachstumsmedium (mit bFGF) in
die neuronale Abstammungslinie wechseln k�nnen.[204] Die
mechanistischen Details, die mit der Plastizit�t der OPCs
verbunden sind, sind noch nicht aufgekl�rt. Um diesen Pro-
zess besser zu verstehen, haben wir ein Screening aufgesetzt,
um chemische Modulatoren des OPC-Potenzials zu finden.
Dazu wurden prim�re Ratten-OPCs mit einem Konstrukt
Sox2-Promotor/GFP-Reporter transfiziert. Sox2 ist ein
Transkriptionsfaktor, der in einem fr�hen Stadium der Ge-
hirnentwicklung exprimiert wird und essenziell f�r die Auf-
rechterhaltung des multipotenten Zustandes von NSCs ist.[205]

Außerdem wird Sox2 in NSCs stark exprimiert, nicht aber in
Vorl�uferzellen wie OPSs,[204b, 206] die innerhalb ihrer Ab-
stammungslinie bleiben. Daher wurde angenommen, dass
eine Erh�hung der Multipotenz von OPCs eine Sox2-Ex-
pression ben�tigt, in �bereinstimmung mit dem schon er-
w�hnten Befund, dass die epigenetische Reaktivierung von
Sox2 essenziell f�r die BMP2-induzierte Umwandlung von
OPSc in neuronale Stammzell-�hnliche Zellen ist
(NSCLs).[204b]

Substanzbibliotheken wurden durchmustert, um Aktiva-
toren der Sox2-Expression in OPCs zu finden.[207] Die Hits
wurden in einem Sekund�rtest analysiert, um zu bestimmen,
ob sie OPCs in einen Neurogenese-kompetenten Zustand
dedifferenzieren k�nnen. Die vier Verbindungen, die dieses
Kriterium erf�llten (Butyrat, TSA, MS-275 und Apicidin;
Abbildung 10 a), sind alle bekannte HDAC-Inhibitoren. Eine
klonale Analyse ergab, dass mit HDAC-Inhibitoren behan-
delte OPCs ein viel h�heres Potenzial f�r die Neuronenbil-
dung besaßen als die DMSO-behandelten Kontrollen. Die
Experimente zeigen, dass die Hemmung der HDAC-Aktivit�t
das Entwicklungspotenzial von OPCs auf die neuronale Ab-
stammungslinie ausweiten kann. Anhand spezifischer Marker
f�r die Abstammungslinien der Neuronen, Astrozyten und
Oligodendrozyten wiesen wir anschließend nach, dass die
dedifferenzierten OPC-Klone tats�chlich multipotent waren
(Abbildung 10 b). Parallel dazu berichteten Liu et al. , dass
mit HDAC-Inhibitoren behandelte OPCs erneut multipotent
werden und zeigten außerdem, dass sich solche Zellen in
Wirtorganismen ansiedeln k�nnen und in vivo funktionale
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Neurone bilden.[208] Bez�glich des Mechanismus fanden wir,
dass Sox2 w�hrend der OPC-Reprogrammierung epigene-
tisch reaktiviert wird und dass diese Reaktivierung f�r die
Reprogrammierung der OPCs notwendig ist (gezeigt durch
gezielten siRNA-Einsatz), aber nicht hinreichend. Außerdem
ergab eine genomweite Transkriptionsprofilierung, dass mit
HDACs behandelte OPCs schnell verschiedene molekulare
Charakteristika von NSCs annehmen, w�hrend gleichzeitig
eine große Gruppe von Genen, die f�r die Oligodendrozyten-
Abstammungslinie spezifisch sind, stummgeschaltet wird.

Die Beobachtung, dass die Hemmung der HDAC das
Entwicklungspotential expandieren kann, scheint in starkem
Widerspruch zu der Tatsache zu stehen, dass HDAC-Inhibi-
toren routinem�ßig als Therapeutika zur Differenzierung
urspr�nglicher Tumorzellen verwendet werden.[209] Breslow,
Marks und Mitarbeiter beschrieben die Rolle der HDAC-
Hemmung in transformierten Zellen vor mehr als 30 Jahren,
als sie dem Befund nachgingen, dass 2% DMSO einen
Wachstumsstopp und terminale Differenzierung von Erythro-
Leuk�miezellen in Kultur induzieren.[210] Klar ist, dass
HDACs eine unterschiedliche, kontextabh�ngige Rolle bei
der Spezifikation der neuronalen Entwicklungslinie spielen
(siehe auch die Diskussion in Abschnitt 7.3.2): W�hrend bei
niedriger HDAC-Aktivit�t die Neurogenese auf Kosten der
Glia-Differenzierung abl�uft, kann bei hoher HDAC-Akti-
vit�t die terminale Glia-Differenzierung fortschreiten. In

�bereinstimmung damit wurde beobachtet, dass HDAC-
Inhibitoren die Neurogenese in NSCs,[169] das Auswachsen der
Dendriten und die Synapsenbildung im M�usegehirn[172] f�r-
dern, andererseits aber die terminale Bildung der Oligoden-
drozyten[167] blockieren und die Myelinierung[211] beeintr�ch-
tigen. Unsere Studien erweitern das Gesamtbild und zeigen,
dass die HDAC-Aktivit�t nicht nur f�r die Spezifizierung
glialer Entwicklungslinien zust�ndig ist, sondern auch f�r die
Aufrechterhaltung der OPS-Linie. Dabei kann die globale
Histonacetylierung, die durch die HDAC-Inhibition induziert
wird, die Abstammungslinie der OPCs durchbrechen, sodass
auch die neuronale Abstammunglinie in das Differenzie-
rungspotenzial einbezogen wird (Abbildung 10b).[207, 208]

8.3. Reprogrammierung zum pluripotenten Zustand

Der Nachweis somatischer Zellkerne in S�ugern hat die
M�glichkeit aufgezeigt, Zellbanken patientenspezifischer nt-
ES-Zelllinien (nt: Kerntransfer, nuclear transfer) als Quelle
von Zellen, Geweben und Organen zu generieren, die zum
Ersatz alters- oder krankheitsbedingter Verluste dienen
k�nnen.[212] SCNTs wurden allerdings noch nicht mit huma-
nen Zellen reproduziert, vor allem weil humane Oozyten
schwer zu gewinnen sind. Dieser Nachteil hat die Entwick-
lung anderer Techniken angeregt, um adulte Zellen in den
pluripotenten Zustand zu reprogrammieren.[16,187–189, 213] Von
diesen Techniken hat die direkte Reprogrammierung soma-
tischer Zellen mit Transkriptionsfaktor-Cocktails neuerliches
Interesse f�r den Aufbau patientenspezifischer pluripotenter
Zellbanken gefunden, weil damit zum einen soziopolitische
Fragen rund um die Verwendung humaner ES- und nt-ES-
Zellen umgangen werden und man zum anderen eine ver-
l�ssliche Methode f�r mechanistische Untersuchungen dieses
Vorgangs erh�lt. Des Weiteren k�nnen krankheitsspezifische
pluripotente humane Zelllinien f�r Untersuchungen von
Krankheitsentwicklung und -fortschritt leicht durch Repro-
grammierung erzeugt werden.[18]

Die direkte Reprogrammierung somatischer Zellen zur
Pluripotenz wurde 2006 von Takahashi und Yamanaka de-
monstriert, die adulte M�usefibroblasten in iPS-Zellen um-
wandelten, indem sie die Transkriptionsfaktoren Oct4, Sox2,
Klf4 und c-Myc �berexprimierten (Abbildung 11a).[16b] In der
kurzen Zeit seit der Ver�ffentlichung haben viele Arbeits-
gruppen dieses Protokoll auf etliche andere S�ugerarten
�bertragen, vor allem auch auf den Menschen.[16a, 189, 214] Trotz
des enormen Anwendungspotenzials der iPS-Zellen gibt es
aber verschiedene Einschr�nkungen dieses Prozesses, die
ihren Einsatz in klinischen Anwendungen verhindern. Vor
allem die virenvermittelte �bertragung der Reprogrammie-
rungsfaktoren bringt nichtakzeptable Risiken einer perma-
nenten transgenen Integration in das Genom mit sich. Die
daraus resultierenden Genver�nderungen haben das Poten-
zial, Transformationsereignisse in den abgeleiteten Zellpo-
pulationen auszul�sen.[215] Außerdem hat jeder der prim�ren
Reprogrammierungsfaktoren (Oct4, Sox2, Klf4 und c-Myc)
eine potenzielle onkogene Aktivit�t in spezifischen zellul�ren
Kontexten.[216] Die direkte Reprogrammierung ist außerdem
ein langsamer und ineffizienter Prozess (0.001–3% der Zellen

Abbildung 10. Reprogrammierung von OPCs. a) Klassen von HDAC-
Inhibitoren, die OPCs reprogrammieren k�nnen (Hydroxamins�uren,
TSA; Benzamide, MS-275; cyclische Tetrapeptide, Apicidin; kurzkettige
Fetts�uren, Butyrat). b) Die Hemmung der HDAC-Aktivit�t ergibt
OPCs mit tripotentem Differenzierungspotenzial. Abdruck mit Geneh-
migung aus Lit. [207]; Copyright 2007, National Academy of Science,
USA.
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werden reprogrammiert), was die mechanistischen Analyse
der zugrunde liegenden Biologie erschwert.[ 7a, 217]

Etliche Verbesserungen des Originalprotokolls haben
jedoch auch zu wichtigen Fortschritten gef�hrt. Beispiels-
weise wurde die Zahl der f�r die Reprogrammierung ben�-
tigten Faktoren auf drei verringert (Oct8, Sox2 und Klf4;
ohne c-Myc).[217] Andere Strategien, um Reprogrammie-
rungsfaktoren einzusparen, machten sich die endogene Ex-
pression von Transkriptionsfaktoren in bestimmten Zelltypen
zunutze, da diese dann nicht (wie Sox2) ektopisch exprimiert
werden m�ssen.[50, 218] Sp�ter wurden iPS-Zellen auch mithilfe
exzidierbarer Vektoren,[219] nicht-integrierender Vektoren[220]

und durch transiente Transfektion[221] erzeugt. Das klinische
Potenzial von iPS-Zellen wurde durch neuere Arbeiten er-
weitert, die zeigten, dass humane periphere Blutzellen re-
programmiert werden k�nnen, wodurch Gewebebiopsien
�berfl�ssig werden k�nnten.[222] Obwohl diese Methoden
einige der Einschr�nkungen infolge der Gendisruption und
Gegenwart von Proviren im Genom von iPS-Zellen gel�st

haben, bleiben sie entweder ineffizient oder erm�glichen
wenig Einblick in die mechanistischen Details der epigeno-
mischen Reprogrammierung. Niedermolekulare Verbindun-
gen bieten eine wirkungsvolle Alternative zu genetischen
Reprogrammierungsverfahren. Inbesondere scheint es, dass
niedermolekulare Verbindungen anstelle oder in Kombina-
tion mit genetisch �bermittelten Transkriptionsfaktoren
Zellen reprogrammieren k�nnen (Tabelle 4).

8.3.1. Direkte Reprogrammierung mit bekannten Modulatoren
von Zielstrukturen und Signalwegen

Die Forschungsergebnisse zur Klonierung von S�ugetie-
ren deuten darauf hin, dass die Reorganisation der Chroma-
tinarchitektur ein geschwindigkeitsbestimmender Schritt
w�hrend der Reprogrammierung eines somatischen Genoms
ist.[223] Damit �bereinstimmend ist, dass niedermolekulare
Verbindungen, die die Chromatinstruktur beeinflussen (also
DNA-Methyltransferase-Inhibitoren und/oder HDAC-Inhi-
bitoren; Abbildung 12), die Effizienz von SCNTs verbes-
sern.[224] Die Entfernung epigenetischer Markierungen ist
ebenfalls eine Barriere in der direkten Reprogrammierung.
Behandelt man z.B. MEFs mit 5-AzaC, einem niedermole-
kularen Inhibitor der DNA-Methyltransferase, erleichtert
dies die 4-Faktor-Reprogrammierung w�hrend eines kurzen
Zeitfensters, in dem die Methylierungen entfernt sind.[225]

HDAC-Inhibitoren und Histonmethyltransferase-Inhibitoren
erh�hen ebenfalls die Effizienz der Reprogrammierung
(Abbildung 11 b).[226] Insbesondere der HDAC-Inhibitor VPA
steigert die Effizienz der 3-Faktor-Reprogrammierung (ohne
c-Myc) drastisch in murinen und humanen Zellen und er-
m�glicht eine 2-Faktor-Reprogrammierung von humanen
Fibroblasten (mit Oct4 und Sox2; ohne Klf4 und c-Myc).[226a,b]

Abbildung 11. Reprogrammierung muriner Fibroblasten. a) Die ektopi-
sche Expression der Transkriptionsfaktoren Oct4, Sox2 und c-Myc zu-
sammen mit Kenpaullon kann MEFs zu iPS-Zellen reprogrammieren.
Mit Kenpaullon induzierte iPS-Zellen weisen Merkmale pluripotenter
ES-Zellen auf, darunter festgef�gte Kolonien und die Expression von
ES-Zellmarkern endogener Loci (wie Oct4 und Nanog), und sie verm�-
gen zur Entwicklung von M�usen beizutragen, wenn sie in Mausem-
bryos injiziert werden (Chim�ren). Abdruck mit Genehmigung aus
Lit. [233]; Copyright 2009, National Academy of Science, USA. b) Nie-
dermolekulare Verbindungen, die die Effizienz der direkten Reprogram-
mierung steigern (gr�ner Kreis) oder den Zusatz der genannten Tran-
skriptionsfaktoren f�r die direkte Reprogrammierung muriner Fibro-
blasten zu iPS-Zellen �berfl�ssig machen. Verbindungen, die Sox2,
Klf4 und/oder c-Myc ersetzen, sind in dem roten, grauen bzw. blauen
Kreis aufgef�hrt. Ausgew�hlte chemische Strukturen sind in Tabelle 1
und 4 zusammengestellt.

Abbildung 12. Epigenetische Modifikationen. Links: offene Chromatin-
struktur, die eine aktive Genexpression erm�glicht. Rechts: geschlosse-
ne Chromatinstruktur, in der die Genexpression reprimiert ist. Histon-
Acetyltransferasen (HATs) �ffnen die Chromatinstruktur, indem sie
Acetylgruppen auf Lysinreste der Histonproteine �bertragen. DNA-Me-
thyltransferasen (DNMTs) und Histon-Deacetylasen (HDACs) konden-
sieren die Chromatinstruktur, indem sie die DNA methylieren und die
Histonproteine deacetylieren. Niedermolekulare Inhibitoren (HDACi
und DNMTi) k�nnen in diese Prozesse eingreifen und damit die Chro-
matinkondensation und die Genstummschaltung verhindern. Chemi-
sche Strukturen epigenetisch modifizierender Molek�le sind in Abbil-
dung 10 (HDACi) und Tabelle 4 (HDACi und DNMTi) abgebildet.
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Molekular definierte Bedingungen, die Maus-ES-Zellen
im pluripotenten Zustand halten,[49] haben ebenfalls einen
starken Einfluss auf die Reprogrammierungseffizienz.[50]

Speziell MEK/ERK- und GSK-3b-Inhibitoren (PD0325901
bzw. CHIR99021) reduzieren den Zeitbedarf f�r die Repro-
grammierung von MEFs und neuronalen Vorl�uferzellen und
erh�hen den Anteil an Zellen, die in iPS-Zellen �bergehen
(Abbildung 11 b). Diese Inhibitoren machen auch Sox2 und c-
Myc bei der Reprogrammierung neuronaler Vorl�uferzellen
�berfl�ssig. In neueren Studien wurde auch gezeigt, dass
Zellalterung (sowohl spontan als auch Virus- oder Onkogen-
induziert) ein Haupthindernis ist und haupts�chlich zu ge-
ringen Reprogrammierungseffizienzen beitr�gt.[227] Teilweise
beruht dies auf der Akkumulation reaktiver Sauerstoffspezi-
es.[228] Aufbauend auf diesem Befund fanden Esteban et al.
heraus, dass l-Ascorbins�ure (Vitamin C) die Reprogram-
mierungseffizienz bei humanen und murinen Fibroblasten,
die mit Oct4, Sox2 und Klf4 transduziert wurden, drastisch
steigert (Abbildung 11 b).[229] Auff�llig ist allerdings, dass
diese Aktivit�t mit anderen Antioxidantien nicht wiederholt
werden konnte, was nahelegt, dass die Aktivit�t von l-
Ascorbins�ure unabh�ngig von seinen antioxidativen Eigen-
schaften ist.

8.3.2. Identifizierung und Charakterisierung neuer Modulatoren
der direkten Reprogrammierung

Die Identifizierung neuer niedermolekularer Verbindun-
gen, die Pluripotenz induzieren, sollte n�tzliche chemische
Werkzeuge liefern, um die molekularen Mechanismen dieses
Prozesses aufzukl�ren und zu untersuchen. Zu diesem Zweck
haben wir und andere ungerichtete Hochdurchsatz-Scree-
nings entwickelt, um Verbindungen zu suchen, die die re-
programmierenden Transkriptionsfaktoren funktional erset-
zen k�nnen. Die Induktion von Pluripotenz in Fibroblasten
durch die ektopische Expression von Oct4, Sox2, Klf4 und c-
Myc erfordert mindestens 8–12 Tage und l�uft mit niedrigerer
H�ufigkeit ab.[230] Die langsame Kinetik und die Ineffizienz
der Reprogrammierung behindern die Entwicklung robuster
Testsysteme, um große chemische Bibliotheken mit einem
verl�sslichen Messverfahren zu durchmustern, die in einem
Mikrotiterplattenformat miniaturisiert ablaufen k�nnen. Um
diese Beschr�nkungen zu �berwinden, st�tzten wir uns auf
die hohe Ansprechempfindlichkeit und die quantitative
Auswertbarkeit der Luciferase; das Luciferase-Gen des
Gl�hw�rmchens wurde durch homologe Rekombination in
den Nanog-Lokus von Maus-ES-Zellen inseriert. Nanog
wurde ausgew�hlt, weil es eine wichtige Rolle bei der Auf-
rechterhaltung des undifferenzierten Zustandes spielt[231] und
in somatischen Zellen vollst�ndig inaktiviert ist. iPS-Zellen,
die zur Nanog-Reaktivierung ausgew�hlt wurden, zeigen ein
vollst�ndiges Entwicklungspotenzial.[215, 232] Aus der Knock-
in-ES-Zelllinie wurde ein muriner Nanog-Luciferase(NL)-
Stamm gez�chtet, von dem ein therapeutisch relevanter
Zelltyp, die Hautfibroblasten, in großer Menge f�r ein
Screening isoliert werden konnte.

Zun�chst setzten wir dieses Screening zur Identifizierung
nach Verbindungen ein, die Klf4 ersetzen k�nnen.[233] NL-
MEFs wurden mit drei der Reprogrammierungsfaktoren

(Oct4, Sox2 und c-Myc) transduziert und gegen eine große,
chemisch diverse Bibliothek niedermolekularer Verbindun-
gen gescreent.[234] Hierbei wurde ein Molek�l gefunden,
Kenpaullon, das die Bildung von iPS-Zellkolonien erleich-
tert, die von ES-Zellen nach morphologischen Kriterien nicht
zu unterscheiden waren und die pluripotenzassoziierte
Marker von endogenen Loci exprimierten (Abbildung 11 a).
Außerdem waren iPS-Zellen, die mit Kenpaullon erzeugt
wurden, Keimbahn-kompetent. Kenpaullon ist ein submi-
kromolarer Inhibitor von GSK-3b, CDK1/Cyclin B, CDK2/
Cyclin A und CDK5/p35 und zeigt bei h�heren Konzentra-
tionen inhibitorische Aktivit�t gegen�ber verschiedenen an-
deren Kinasen.[235] Die bekannten Inhibitoren dieser Kinasen
waren allerdings nicht in der Lage, die Aktivit�t von Ken-
paullon in NL- oder Kolonie-bildenden Testsystemen zu re-
produzieren. �hnlich zeigten Hanna et al. k�rzlich, dass
Maus-EpiSCs mit Kenpaullol zum Embryoblasten-�hnlichen
Zustand reprogrammiert werden k�nnen und dass diese
Aktivit�t mit spezifischen Hemmstoffen f�r GSK 3b nicht
wiederholt werden konnte.[236] Insgesamt lassen diese Daten
vermuten, dass die Aktivit�t von Kenpaullon nicht von seiner
gut dokumentierten Aktivit�t als GSK-3b- oder Zellzyklus-
Hemmstoff herr�hrt, sondern auf einem bislang noch unbe-
kannten Mechanismus beruht. Inzwischen konnte nach An-
wendung dieser Screeningplattform auf Oct4-, Klf4- und c-
Myc-transduzierte NL-MEFs auch ein chemisches Komple-
ment f�r Sox2 gefunden werden.[237]

Die Arbeitsgruppen um Eggan und Rubin entwickelten
ebenfalls Screening-Ans�tze, mit denen niedermolekulare
Verbindungen als Ersatz f�r Sox2 gesucht wurden. Sie
transduzierten oct4-GFP-Knock-in-MEFs mit Oct4, Klf4 und
c-Myc (OKM), behandelten die Zellen mit einer Bibliothek
aus 800 bekannten pharmakologischen Verbindungen und
testeten auf Verbindungen, die Sox2 ersetzen; Auswertungs-
grundlage war die ES-Zell-Morphologie und das Wiederer-
scheinen der Oct4-GFP-Expression. Es wurden drei Verbin-
dungen identifiziert, die die Wirkung von Sox2 ersetzen
konnten.[67a] Darunter waren zwei Inhibitoren des Rezeptors
1 f�r den transformierenden Wachstumsfaktor (TGFBR1; E-
616452 und E-616452) und ein Inhibitor der Familie der Src-
Kinasen (EI-275). Die Autoren zeigten, dass E-616452 (auch
als RepSox bezeichnet) die Funktion von Sox2 oder von Sox2
und c-Myc gleichzeitig �bernehmen kann (Abbildung 11 b).
Mit RepSox behandelte und mit drei oder zwei Faktoren
(OKM oder Oct4 und Klf4) tranduzierte iPS-Zellen aus
M�usefibroblasten waren pluripotent. Des Weiteren wurde
mithilfe anderer bekannter chemischer Inhibitoren des
TGFb-Signalweges sowie mit TGFb-neutralisierenden Anti-
k�rpern nachgewiesen, dass die Hemmung des TGFb-Si-
gnalweges der operative Mechanismus f�r RepSox ist.

RepSox hat sich als sehr n�tzliches Werkzeug zur Unter-
suchung der direkten Reprogrammierung erwiesen, und seine
Anwendung l�sst verschiedene Vorteile niedermolekularer
Verbindungen bei der mechanistischen Analyse dieses Vor-
gange deutlich werden. Beispielsweise wirkt RepSox in einem
definierten Zeitfenster. Die Anwendung von RepSox in
einem beliebigen 24-st�ndigen Zeitfenster an den Tagen 7 bis
12 nach viraler OKM-Transduktion kann Sox2 funktionell
ersetzen. Diese Ergebnisse zeigen, dass es gelingen k�nnte,
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Molek�le zu finden, die synergistisch in verschiedenen Sta-
dien des Reprogrammierungsprozesses wirken.

Weiterhin erreicht RepSox beim Ersatz von Sox2 oder c-
Myc eine Effizienz, die mit der der viralen Transduktion jedes
der Faktoren vergleichbar ist. Dies zeigt, dass die Funkti-
onsweise des chemischen Ersatzes mit den Reprogrammie-
rungsfaktoren nicht perfekt �bereinstimmen muss. Auch
RepSox (wie Kenpaullon)[233] wirkt nicht, indem es die
Transkription des zu ersetzenden Reprogrammierungsfaktors
direkt aktiviert. Vielmehr fanden Ichida et al. �berzeugende
Hinweise, dass die pluripotenzinduzierende Funktion von
RepSox durch die Aktivierung der Nanog-Genexpression
vermittelt wird, wobei Nanog funktional RepSox oder Sox2
ersetzen kann.

Maherali und Hochedlinger fanden, dass die Unterbre-
chung des TGFb-Signalweges die Reprogrammierungseffizi-
enz erh�ht und dass die Anwendung eines chemischen Inhi-
bitors des TGFb-Signalweges die Verwendung von exogenem
Sox2 oder c-Myc vermeiden kann.[67b] Abweichend von den
Untersuchungen von Icheda et al. wird hier allerdings ver-
mutet, dass die Hemmung des TGFb-Signals die Repro-
grammierung von murinen Fibroblasten beg�nstigt, indem
gerade in der Initiationsphase eine schnellere und effizientere
Reprogrammierung erm�glicht wird. Vor allem fanden die
Autoren heraus, dass die Effizient der 4-Faktor-Reprogram-
mierung drastisch (> 10fach) durch die Hemmung von TGFb

mit SB-431542 gesteigert wird und dass der Inhibitor Sox2 am
wirksamsten ersetzt, wenn er in den Tagen 0–3 nach der
OKM-Transduktion zugegeben wird (Abbildung 11b). Trotz
dieser geringf�gigen Diskrepanzen zeigen die Ergebnisse der
beiden Untersuchungsreihen, dass es prinzipiell gelingt, re-
programmierende Transgene durch niedermolekulare Ver-
bindungen zu ersetzen, die einzelne zellul�re Wege (oder
Prozesse) modulieren anstatt global die Chromatinstruktur zu
ver�ndern.

F�r eine therapeutischen Anwendung pluripotenter hu-
maner Zellen verbleiben allerdings noch betr�chtliche Her-
ausforderungen. So wurde der �berwiegende Teil der oben
beschriebenen Arbeiten an Mauszellen durchgef�hrt. W�h-
rend sich einige der Befunde zwanglos auf den Menschen
�bertragen lassen,[226a, 229] gelingt dies bei anderen
nicht,[67a, 226b,233] was zum Teil auf einzigartige Aspekte von
Pluripotenz und Reprogrammierung bei humanen Zellen
zur�ckgeht. Vor allem dauert die Reprogrammierung bei
humanen Zellen l�nger (ca. 4 Wochen) und ist ineffizienter
als bei der Maus (ca. 0.01 %). Eine Verbesserung gelingt
durch die Verwendung eines chemischen Cocktails aus
Hemmstoffen der TGFb- und MEK/ERK-Signalwege, der
die Reprogrammierungseffizienz auf das etwa 200fache stei-
gert und die ben�tigte Zeit halbiert.[238] Obwohl dies eine si-
gnifikante Verbesserung gegen�ber fr�heren Verfahren
bietet, stellt es uns auch vor ein interessantes Dilemma:
TGFb- und FGF-Signalwege spielen eine tragende Rolle bei
der Erhaltung des pluripotenten Zustandes humaner
Zellen,[13] weshalb Dauer und Zeitpunkt der chemischen
Behandlung sorgf�ltig kontrolliert werden m�ssen, um die
Reprogrammierungsaktivit�t dieser Verbindungen zu maxi-
mieren, w�hrend ihre differenzierungsinduzierenden Effekte
auf neu entstehende pluripotente Zellen zu minimieren sind.

Ein anderes Problem, das die Anwendung humaner plu-
ripotenter Zellen (d. h. ES und/oder iPS-Zellen) einschr�nkt,
ist der Mangel an Techniken f�r die Langzeitkultivierung bei
stabilem Karyotyp und von robusten Methoden, um ihre
Differenzierung hin zu spezifischen Entwicklungslinien zu
lenken. Fortschritte in dieser Hinsicht sind in den Abschnit-
ten 6.2 und 6.3 f�r humane ES-Zellen beschrieben, und viele
dieser Methoden werden gegenw�rtig auch bei humanen iPS-
Zellen angewendet. In einem bemerkenswerten Beispiel
konnten Studer et al. zeigen, dass neuronale Abstammungs-
linien effizient in hoher Reinheit aus humanen iPS-Zellen
differenziert werden k�nnen, wenn die TGFb- und BMP-Si-
gnalwege (mit SB421532 und Noggin) gehemmt werden.[83]

9. Funktionale Proliferation reifer Zellen

Lange Zeit nahm man an, dass terminal differenzierte,
post-mitotische S�ugerzellen nur wenig oder kein regenera-
tives Potenzial mehr besitzen, da sie den Zellzyklus verlassen
und bereits ihre finale spezialisierte Form und Funktion an-
genommen haben. Wenn es irgendwie gel�nge, dieses verlo-
rene regenerative Potenzial wiederherzustellen (d.h. die F�-
higkeit zur Zellteilung und zum Ersatz von verletztem oder
verlorenem Gewebe), so k�nnten sich M�glichkeiten zur
Behandlung von Herzerkrankungen (Kardiomyozyten), Le-
berzirrhose (Hepatozyten), Diabetes mellitus, Typ 1 (pan-
kreatische b-Zellen), multiple Sklerose (Oligodendrozyten)
und �hnliche Krankheiten auftun. Ermutigend ist hierbei,
dass es F�lle gibt, in denen Organe verlorenes Gewebe ohne
Beteiligung von Stammzellen ausgleichen k�nnen. Die Zellen
fast aller f�taler Organe besitzen regeneratives Potenzial in
verschiedenem Ausmaß,[239] und auch manche adulte Zellen
k�nnen (unter nichtpathologischen Bedingungen) noch pro-
liferieren. Zum Beispiel verm�gen sich Zellen der gesunden
adulten Leber zu teilen, um besch�digtes Gewebe zu erset-
zen,[240] und b-Zellen des Pankreas k�nnen w�hrend der
Schwangerschaft expandieren, um spezielle Anforderungen
an den Stoffwechsels auszugleichen.[241] Die Entwicklung von
Methoden, die dieses proliferative Potenzial nutzen oder
adulte Zellen reversibel zum Wiedereintritt in den Zellzyklus
stimulieren, k�nnte neue therapeutische Ans�tze bieten, die
ohne den Einsatz von Stammzellen auskommen.

9.1. Target- und Signalweg-basierte Ans�tze zur Proliferation von
Kardiomyozyten

Herzisch�mie zeigt sich in einem fortschreitenden Verlust
von Kardiomyozyten und ist eine der Haupttodesursachen in
der industrialisierten Welt.[149b, 242] Kardiomyozyten sind in
ihrer Teilungsf�higkeit stark eingeschr�nkt, und infolgedes-
sen ist die erste Reaktion des S�ugerherzens auf eine Ver-
letzung Narbenbildung, die eine Reparatur verhindert. Somit
ruft der Verlust von Kardiomyozyten nach einer Sch�digung,
z. B. durch einen Herzinfarkt, im Allgemeinen eine kom-
pensatorische Reaktion hervor, die nicht geeignet ist, die
Funktion wiederherzustellen. Die Identifikation niedermo-
lekularer Verbindungen, die die Proliferation von Kardio-
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myozyten f�rdern, k�nnte daher neue Verfahren zur Be-
handlung von Herzerkrankungen bieten.

Aktuell konnte gezeigt werden, dass der p38-MAPK-Si-
gnalweg die Proliferation von S�uger-Kardiomyozyten durch
die Regulation von f�r die Mitose erforderlichen Genen
hemmt. Auf diesen Befund hin zeigten Engel et al. , dass ein
p38-MAPK-Inhibitor (SB203580) die DNA-Synthese und
Mitose in neonatalen und adulten Kardiomyozyten er-
h�ht.[239a] In einem anderen Fall fanden Keating und Mitar-
beiter, dass der GSK-3b-Inhibitor BIO die Proliferation reifer
adulter Kardiomyozyten f�rdert.[51a] Entsprechend dieser
Funktion als GSK-3b-Inhibitor erh�hte eine Behandlung mit
BIO die b-Catenin-Aktivit�t. Es liegt daher nahe, dass die
Zunahme der Proliferationsf�higkeit zumindest teilweise auf
die Aktivierung des kanonischen Wnt/b-Catenin-Weges zu-
r�ckgeht. Zusammen zeigen diese Studien, dass niedermole-
kulare Verbindungen das proliferative Potenzial terminal
differenzierter Zellen wiederherstellen k�nnen.

9.2. Identifizierung und Charakterisierung von Verbindungen,
die die Proliferation von b-Zellen einleiten

Diabetes Typ 1 entsteht infolge der Zerst�rung der Insu-
lin-sezernierenden b-Zellen der Langerhansschen Inseln des
Pankreas durch Autoantik�rper.[243] Die Folge ist, dass eine
unzureichende Menge an Insulin sezerniert wird, um den
normalen Glucosestoffwechsel aufrechtzuhalten. Daher ist
die t�gliche Zufuhr von exogenem Insulin notwendig, um die
Glucose-Hom�ostase bei Diabetes Typ 1 aufrechtzuerhalten.
Allerdings rekapituliert die Insulintherapie nicht die strikte
Kontrolle der Blutglucose, wie sie von den endogenen b-
Zellen ausge�bt wird, und als Konsequenz hieraus drohen
Patienten organbedrohende Sch�den. Eine Methode zur
Wiederherstellung von funktionalen Inseln durch Regenera-
tion endogener b-Zellen w�rde einen betr�chtlichen Fort-
schritt gegen�ber der konventionellen Insulintherapie be-
deuten. Tats�chlich gibt es Hinweise, dass die Population von
b-Zellen dynamisch ist und expandieren kann, um auf spezi-
elle Anforderungen des Stoffwechsels zu reagieren, z. B.
w�hrend der Schwangerschaft oder bei gestresstem Pankreas
(etwa nach einer partiellen Pankreatektomie).[241,244] Die se-
lektive Induktion der b-Zell-Regeneration durch externe
Stimuli k�nnte somit einen alternativen Ansatz zu gegen-
w�rtigen Behandlungsmethoden (Insulingabe und/oder In-
seltransplantation) darstellen. Tats�chlich wurde nachgewie-
sen, dass b-Zellen als Reaktion auf Incretine und andere
Hormone wie das Glucagon-artige Peptid-1 (GLP-1),[245] den
GLP-1-Rezeptor-Agonisten Exendin-4[246] und den Hepato-
zyten-Wachstumsfaktor in Tiermodellen expandieren.

Fr�here Versuche unserer Arbeitsgruppe und anderer,
Molek�le zu identifizieren, die prim�re b-Zellen zur Prolife-
ration anregen, erbrachten unbefriedigende Ergebnisse.
Gr�nde hierf�r sind unter anderem die begrenzte Verf�g-
barkeit humaner b-Zellen, Schwierigkeiten bei der Gewin-
nung großer Zellzahlen aus Nagern und Schwankungen in der
Zellproliferation je nach Donor. Um diesbez�glich eine
Verbesserung zu erzielen, verwendeten wir eine reversibel
immortalisierte murine b-Zelllinie, die homogene funktionale

b-Zellen in großen Mengen f�r zellbasiertes Screening ver-
f�gbar macht. Die murine b-Zelllinie wurde reversibel im-
mortalisiert, indem das große T-Antigen (TAg) des SV40-
Virus unter der Steuerung des Tetracyclin(Tet)-On-Systems
eingef�gt wurde. Die in der Form genetisch manipulierten b-
Zellen proliferierten bei der Induktion von TAg durch
Doxycyclin (Dox, ein Tet-Analogon) und arretierten bei
Entzug von Tet (Abbildung 13 a).[247] Obwohl das System kein

echtes Abbild ruhender b-Zellen in vivo ist, erm�glichte es
uns die Identifizierung einfacher niedermolekularer Verbin-
dungen, die die reversible Proliferation von wachstumsblo-
ckierten murinen b-Zellen induzieren.[51c] Unter diesen Ver-
bindungen befanden sich eine Reihe von GSK-3b-Inhibitoren
(Wnt-Agonisten; Abbildung 13b) – was einen aktuellen
Befund st�tzt, demzufolge die Inhibition von GSK-3b die
Replikation von Ratten-Inselzellen stimuliert und toxische
Effekte infolge hoher Glucose- und Palmitatkonzentrationen
mildert[51b] – sowie eine Gruppe von Dihydropyridinen, die
reversibel die b-Zell-Replikation induzieren, indem sie Cal-
ciumkan�le vom L-Typ aktivieren. Ein erweitertes Screening
f�hrte zur Identifikation einer neuen Klasse von Diaryl-
harnstoffen (Abbildung 13 b), die in murinen b-Zellen wir-
kungsvoller und effektiver sind als fr�here Verbindungen und
signifikante proliferative Aktivit�t in humanen Inselzellen
zeigen.[248] Dar�ber hinaus lassen sich die expandierten In-
selzellen auf das C-Peptid (einen Marker f�r b-Zellen) an-
f�rben und reagieren auf Glucose. Ein Analogon mit akzep-
tabler systemischer Aufnahme zeigte einen sch�tzenden
Einfluss in b-Zell-Stresstests in vitro und stellt den normalen
Glucosespiegel wieder her, wenn es kurz nach einer STZ-
Behandlung in einem Rattenmodell des Typ-1-Diabetes ver-
abreicht wurde. Das Derivat zeigte auch einen reversibel
proliferativen Einfluss auf pigmentierte Epithelzellen der
Retina (RPEs). Die expandierten Zellen behalten offenbar

Abbildung 13. Expansion von b-Zellen: a) Screeningplattform zur Iden-
tifikation von Verbindungen, die b-Zellen zur Proliferation anregen.
b) Verbindungen, die b-Zellen expandieren. c) Dissoziierte Inseln der
Ratte, die 4 Tage mit den Verbindungen in (b) behandelt wurden, ex-
pandieren klonal und behalten den Ph�notyp der b-Zellen.
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ihren RPE-Charakter in vitro und in vivo bei. Aktuelle und
kommende Forschungsbem�hungen zielen darauf ab, mithilfe
dieser identifizierten Verbindungen Wirkmechanismen auf-
zukl�ren und die Aktivit�ten im Rattenmodell von Typ-1-

Diabetes und altersbedingter makularer Degeneration weiter
zu erforschen. Eine Herausforderung f�r die In-vivo-Appli-
kation dieser Verbindungen wird sein, eine spezifische Zell-
population selektiv zur Proliferation anzuregen. Eine erste
Anwendung dieser Verbindungen wird wahrscheinlich die
Ex-vivo-Expansion von Donorzellen f�r eine Transplantation
sein. Man muss außerdem darauf achten, dass die Aktivit�t
der proliferierenden Molek�le reversibel bleibt und keine
onkogene Transformation vermittelt.

10. Chemische Kontrolle von Krebsstammzellen

Tumoren bestehen aus einer heterogenen Mischung ver-
schiedener Arten differenzierter und undifferenzierter
Zellen. Die Tatsache, dass man Tumorzellen in unterschied-
lichen Differenzierungsstadien antrifft (z.B. bei akuter my-
eloischer Leuk�mie), spricht f�r ein hierarchisches Mo-
dell.[4a,b] An der Spitze der Hierarchie stehen die am wenigs-
ten differenzierten Zellen, die viele Eigenschaften von
Stammzellen aufweisen, unter anderem die F�higkeit zur
Selbsterneuerung und zur Differenzierung. Aus diesem
Grund werden diese Zellen f�r gew�hnlich als Tumor-
stammzellen (cancer stem cells, CSCs) bezeichnet. Einige der
stammzelltypischen Merkmale der CSCs machen sie gegen
Therapien resistenter: lange Lebensdauer, relativ viele Zellen
im Ruhestadium, Resistenz gegen Wirkstoffe und Toxine
durch Expression von Multiwirkstoffresistenztransportern,
F�higkeit zur aktiven DNA-Reparatur, Resistenz gegen
Apoptose. Deswegen scheinen manche Tumoren eine Popu-
lation wirkstoffresistenter multipotenter Zellen aufzuweisen,
die eine Chemotherapie �berleben k�nnen.[249] Da die meis-
ten gebr�uchlichen Chemotherapiepl�ne auf nichtselektiven
Zytotoxinen beruhen, die schnell teilende Zellen angreifen,
ist es denkbar, dass ruhende CSCs eine Behandlung �berle-
ben und f�r Tumorrezidive verantwortlich sind.

Die Hypothese, dass CSCs die tumorerhaltende Popula-
tion ausmachen, bietet einen Ansatzpunkt f�r die Entwick-
lung therapeutischer Strategien jenseits der konventionellen
Verabreichung antiproliferativer Wirkstoffe.[4a] M�gliche
Ans�tze zur Ausrottung von CSCs sind: 1) Hemmung von
CSC-spezifischen �berlebensmechanismen, 2) Hemmung
der Selbsterneuerung von CSCs und 3) Differenzierung von
CSC in Zelltypen, die anf�lliger gegen Chemotherapiemaß-
nahmen sind. Ohne Frage werden ein detailliertes Verst�nd-
nis der biologischen Eigenschaften von CSCs sowie die Ent-
wicklung von Techniken, die gezielt auf die speziellen
Merkmale von CSCs abzielen, spezifische therapeutische
Methoden gegen CSCs hervorbringen. Im folgenden Ab-
schnitt diskutieren wir Verbindungen, die zur Kontrolle von
CSCs eingesetzt werden (Tabelle 5).

10.1. Hemmung von �berlebensmechanismen von CSCs

Ungerichtete zellbasierte Screeningverfahren nach Sub-
stanzen, die spezifisch gegen CSCs gerichtet sind, werden
durch das seltene Vorkommen dieser Zellen innerhalb von
Tumoren und ihre relativ geringe Stabilit�t in Kultur einge-

Tabelle 5: Ausgew�hlte niedermolekulare Modulatoren f�r die Entwick-
lungsrichtung der CSC.

Verbindung Zielstruktur
Funktion

HU-210
CB1R und CB2R
Hemmt das Wachstum von
GBM-CSCs

JWH-133
CB2R
Hemmt das Wachstum von
GBM-CSCs

Paroxetin
Monoamin-Transporter
Eliminiert selektiv GBM-
CSCs

Sertralin
Serotonin-Transporter
Eliminiert selektiv GBM-
CSCs

Indatralin
Monoamin-Transporter
Eliminiert selektiv GBM-
CSCs

NVP-BEZ235
PI3K und mTOR
Hemmt das Wachstum von
Prostatakrebs-CSCs

Rimcazol
Sigma-Rezeptor und
Dopamin-Transporter
Eliminiert selektiv GBM-
CSCs

Salinomycin
unbekannt
Greift selektiv Brustkrebs-
CSCs an
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schr�nkt. Zur L�sung ersteren Problems f�hrten Gupta et al.
eine Methode ein, mit der sich große Mengen von Brust-
krebszellen mit CSC-Merkmalen gewinnen lassen.[250] Die
Induktion eines epithelial-mesenchymalen �bergangs (EMT)
in normalen oder neoplastischen epithelialen Zellpopulatio-
nen aus Brustgewebe f�hrt zur Anreicherung von Zellen mit
stammzell�hnlichen Eigenschaften.[251] Die Autoren indu-
zierten einen EMT in normalen Brustkrebszellen, indem sie
die E-Cadherin-Expression mit einer shRNA ausschalteten.
Die Zellen wurden anschließend in einem parallelen Hoch-
durchsatz-Screening einer chemischen Bibliothek gegen
Brustepithelzellen und Brust-CSCs verwendet, um Verbin-
dungen aufzusp�ren, die selektiv toxisch gegen Brust-CSCs
sind. Etwa 10 % der Verbindungen in der Bibliothek verrin-
gerten die Lebensf�higkeit der Brust-CSCs. W�hrend die
�berwiegende Zahl dieser Gruppe (98%) auch die Lebens-
f�higkeit der Brustepithelzellen verringerte, erwiesen sich
einige Verbindungen – Etoposid, Salinomycin, Nigericin und
Abamectin – als selektiv toxisch gegen CSCs (mit einem IC50-
Wert, der f�r CSCs 7- bis 10fach niedriger lag als f�r die
Kontrollzellen). Wichtig war, dass diese vier Verbindungen
auch bevorzugt Zellen abt�teten, die einen Twist-induzierten
EMT durchlaufen haben, was bedeutet, dass ihre Selektivit�t
wohl unabh�ngig vom Mechanismus der EMT-Induktion ist.
Eine In-vivo-Analyse ergab außerdem, dass die Behandlung
mit Salinomycin die F�higkeit der Brust-CSCs zur Metasta-
senbildung und zum Tumorwachstum minderte. Die Experi-
mente deuten darauf hin, dass Methoden zur spezifischen
Abt�tung von CSCs mittels Verbindungen, die spezifische
Stadien der Tumorzelldifferenzierung angreifen, einen Weg
zur Entwicklung von Antitumortherapien ebnen.

10.2. Angriff auf Signalwege der CSC-Selbsterneuerung

Die F�higkeit, spezifisch an CSCs anzugreifen und
gleichzeitig normale Stammzellen zu schonen, ist ein ganz
entscheidender Punkt f�r die Entwicklung und den Erfolg
einer entsprechenden therapeutischen Strategie. Hier gilt es
insbesondere, unsere Kenntnisse �ber �hnlichkeiten und
Unterschiede zwischen Krebs- und normalen Stammzellen zu
verbessern. Eine Eigenschaft, die CSCs und normale
Stammzellen gemeinsam haben, ist die F�higkeit zur Selbst-
erneuerung.[252] F�r Signalwege wie PI3K/Akt,[74] Wnt/b-
Catenin,[253] Notch[254] und Hh[255] wurde festgestellt, dass sie in
humanen Tumoren gegen�ber normalen Stammzellen ver-
�ndert waren.[256] Mehr und mehr Untersuchungen deuten
darauf hin, dass diese Signalwege in normalen Zellen anders
ablaufen als in Krebszellen und dass man dieses unter-
schiedliche Verhalten nutzen kann.

PTEN ist ein Tumorsuppressor und ein Modulator meh-
rerer wichtiger Signalwege, die in vielen Tumortypen deletiert
oder inaktiviert sind.[257] Er kontrolliert die Signalgebung
�ber den PI3K-Akt-FoxO-Weg, der verschiedene stromab-
w�rts liegende Ziele (z. B. mTOR) anst�ßt und l�st diverse
zellul�re Antworten aus, die an der Proliferation, dem
�berleben und dem Wachstum von Zellen beteiligt sind. So
konnte vor kurzem nachgewiesen werden, dass der PTEN-
PI3K/Akt-Signalweg f�r die Aufrechterhaltung der CSC-

Selbsterneuerung bei mehreren Krebsarten zust�ndig
ist.[74, 258] Durch Analyse der Genexpressionsmuster in Pro-
stata-CSCs und der Restmasse des Tumors fanden wir, dass
CSCs bevorzugt �ber den PI3K/Akt-Weg aktiviert werden.
Tats�chlich wurde das tumorigene Potenzial der Prostatazel-
len durch Aktivierung des PI3K-Signalweges (durch Knock-
down von PTEN oder FoxO3a) in einem murinen Xeno-
graftmodell sp�rbar erh�ht.[74] In �bereinstimmung mit
diesen Ergebnissen steht, dass die Hemmung der PI3K-Ak-
tivit�t durch einen dualen PI3K/mTOR-Hemmstoff (NVP-
BeZ235) zu einer Wachstumshemmung von Prostata-CSCs in
vitro und in einem Maus-Xenograftmodell f�hrt. Außerdem
ist die Kombination von NVP-BEZ235, das gegen Vorl�u-
ferpopulationen des Prostata-Tumors gerichtet ist, mit dem
Chemotherapeutikum Taxotere, das die Hauptmasse der Tu-
morzellen angreift, wirksamer bei der Bek�mpfung von Pro-
statakrebs als jedes Mittel f�r sich. Insgesamt weisen die
Daten stark darauf hin, dass der PTEN-PI3K/Akt-Signalweg
entscheidend f�r die Erhaltung der Prostata-CSCs ist und
dass ein Angriff auf die PI3K-Signalgebung die Behandlung
von Prostatakrebs unterst�tzt, indem er die Erneuerung der
Prostata-CSCs verhindert.

Niedermolekulare Modulatoren wurden auch verwendet,
um Unterschiede der Notch-Signalgebung zwischen norma-
len und Krebsstammzellen aufzudecken. Die Blockade des
Notch-Signals mit einem g-Secretase-Hemmer (GSI-18) un-
terdr�ckte das Potenzial von Medulloblastomzellen, in vivo
Tumoren zu etablieren, wobei der Verlust der F�higkeit zur
Tumorbildung wahrscheinlich durch die Verarmung an CSCs
zustandekommt.[259] Tats�chlich waren die Notch-Signale in
den CSCs erh�ht, was auf einen m�glichen Mechanismus f�r
ihre gesteigerte Empfindlichkeit gegen eine Hemmung dieses
Signalweges hindeutet. Medulloblastom-CSCs scheinen oh-
nehin selektiv empfindlich gegen Substanzen zu sein, die den
Notch-Signalweg hemmen.

10.3. Angriff auf Signalwege der CSC-Differenzierung
10.3.1. Differenzierung von CSCs mit bekannten Modulatoren

von Zielstrukturen und Signalwegen

CSCs haben wie normale Stammzellen die F�higkeit zur
Selbsterneuerung und zur Differenzierung zu Zellen der Tu-
mormasse. Um also einen bestimmten CSC-Vorrat aufrecht-
zuerhalten, brauchen die CSCs die F�higkeit, Tochterzellen
mit dem gleichen Entwicklungspotenzial zu bilden. Wenn alle
Zellen aus dem CSC-Vorrat differenzieren, wird dieser ir-
gendwann aufgebraucht sein. In der Tat wurde diese Idee –
die Induktion der Tumorzelldifferenzierung – bei mehreren
Krebsarten erfolgreich umgesetzt. So werden HDAC-Inhibi-
toren und Vitamin-D-Analoga routinem�ßig eingesetzt, um
bei verschiedenen Blutkrebsarten, die durch naive Zellen
erhalten werden, die Differenzierung zu vermitteln.[209,260]

Akute promyolozytische Leuk�miezellen, die oft ein Fusi-
onsprotein aus dem promyelozytischen Leuk�mie-Gen und
dem Retins�urerezeptor a exprimieren,[261] k�nnen mit Re-
tins�ure schnell differenziert werden.[262] Auch die Anwen-
dung des Hh-Antagonisten Cyclopamin in Medulloblastom-
Mausmodellen blockiert wirkungsvoll die Proliferation und
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induziert Ver�nderungen in der Genexpression, die mit der
Initiation neuronaler Differenzierung konsistent sind.[62a]

Glioblastoma multiforme (GBM), eine sehr aggressive
und t�dliche Form von Hirnkrebs beim Menschen, kann
ebenfalls durch CSCs bef�rdert werden. �hnlich wie normale
NSCs k�nnen sich Glioblastom-CSCs selbst erneuern, sind
multipotent und haben die F�higkeit, auf Entwicklungsreize
zu reagieren.[263] Zum Beispiel k�nnen BMPs – die die Dif-
ferenzierung von adulten NSCs zu Astroglia-Zellen vermit-
teln[264] – auch die Proliferation von GBM-CSCs vermindern
und die Differenzierung steigern.[265] Die In-vivo-Applikation
von BMP4 blockiert Tumorwachstum und Sterblichkeit bei
allen M�usen, denen intrazerebral humane GBM-Zellen
eingepflanzt wurden. Die Signalgebung durch Endocannabi-
noid ist ein anderer Weg, der die Zellproliferation und -dif-
ferenzierung in normalen NSCs reguliert.[266] Unterbricht man
diesen Signalweg mit den Cannabinoid-Agonisten HU-210
und JWH-133, erh�ht sich die Differenzierung prim�rer hu-
maner GBM-CSCs zu Gliazellen, was sich anhand der stei-
genden Zahl von S-100b- und GFAP-exprimierenden Zellen
verfolgen l�sst.[267] Außerdem verringert die Gabe von Can-
nabinoid die Effizienz, mit der
GBM-CSCs eine Gliomabil-
dung in vivo initiieren. Auch
der TGFb-Signalweg spielt di-
verse Rollen bei NSCs[68a] und
wurde in j�ngster Zeit von zwei
Arbeitsgruppen als ein Faktor
identifiziert, der Stammzellei-
genschaften in GBM-CSCs
vermittelt. Ikushima et al. be-
richteten, dass die Hemmung
des TGFb-Signalweges durch
SB-431542 die F�higkeit von
GBM-CSCs zur Differenzie-
rung und somit Tumorbildung
drastisch verringert. Dazu
passt, dass mit SB-431542 be-
handelte GBM-CSCs bei in-
trakranialer Transplantation
weniger letal waren.[68b] �hnli-
che Ergebnisse wurden durch
Penuelas et al. beschrieben, die
fanden, dass TGFb die F�hig-
keit zur Selbsterneuerung in
GBM-CSCs verst�rkt. Die Au-
toren vermuten jedoch, dass
dies durch die SMAD-abh�n-
gige Induktion von LIF und die
nachfolgende Aktivierung des
JAK-STAT-Signalweges ge-
schieht.[68c]

10.3.2. Identifizierung und Charakterisierung neuer Modulatoren
der CSC-Differenzierung

Die Identifizierung von CSCs in GBM hat eine M�glich-
keit f�r die Entwicklung von Therapien aufgezeigt, die spe-
zifisch an der krankheitsausl�senden und -tragenden Zell-
population ansetzen. Man konnte mit solchen Techniken
vorl�ufige Erfolge im Tiermodell erzielen, allerdings beruh-
ten die Ans�tze auf der St�rung von Signalwegen, die in
normalen Stammzellen aktiv sind (z. B. TGFb- oder BMP-
Signalwege). Aufgrund dieser mangelnden Selektivit�t f�r die
krankheitsausl�senden Zellen sind toxische Nebenwirkungen
zu bef�rchten. Um dieses Problem anzugehen, entwarfen wir
ein ungerichtetes Screening zur Identifizierung neuer Ziel-
strukturen, die spezifisch die CSC-Funktion beeintr�chtigen,
nicht aber gesunde Gehirnstammzellen (Abbildung 14 a).[37]

Wie bereits erw�hnt, machen CSCs nur einen Bruchteil des
Tumors aus. Um gen�gend Zellen f�r ein Screening zu er-
halten, entwickelten wir Kulturbedingungen, mit denen es
gelingt, prim�re humane GBM-Tumoren aus GBM-CSCs als
adh�rente Kulturen zu erzeugen. Das Verfahren ergab eine

Abbildung 14. TRRAP ist ein Regulator der GBM-CSC-Entwicklung. a) Prinzip der shRNA-basierte Scree-
ningstrategie zur Differenzierung von GBM-CSCs. b,c) Vergleich von unbehandelten (b) und differenzier-
ten GBM-CSCs (c) in 384er Mikrotiterplatten; offenkundige und robuste Unterschiede im Ph�notyp sind
zu erkennen. d,e) GBM-CSCs, die mit lentiviraler Kontroll-shRNA (shCo) transduziert wurden, bildeten
proliferierende Kolonien (d), w�hrend GBM-CSCs, die einer Differenzierung unterworfen wurden (z. B.
durch Ausschalten des Adapterproteins TRRAP; shTR), einen Zerfall der Kolonien und ein st�rkeres im-
munpositives Signal f�r GFAP zeigten (e). f) Kontroll-Xenografttumore zeigten starkes Wachstum und
waren immunpositiv f�r den Stammzell-Marker Nestin (h). g) Die Tumorlast in TRRAP-defizienten L�sio-
nen war drastisch reduziert. i) Die Tumoren waren außerdem klein und erschienen st�rker differenziert,
wie durch einen Nestin-negativen, GFAP-positiven Ph�notyp angezeigt wurde. Abdruck mit Genehmigung
aus Lit. [37]; Copyright 2010, Elsevier.
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Selektion von Mitogen-reaktiven CSCs, die in ausreichender
Menge f�r ein Screening expandiert werden konnten.[37,263b]

Bei den auf diese Weise gewonnenen Zellen sind die Merk-
male fehlender Differenzierung (z.B. Nestin-Expression,
hoher Grad an proliferativer Kapazit�t; Abbildung 14 b und
d) und die F�higkeit, auf Entwicklungsreize zu reagieren (z. B.
BMP-induzierte Differenzierung zu Astroglia-Zellen; Ab-
bildung 14 c), aufrechterhalten. Des Weiteren k�nnen sie in
M�usen effizient intrakraniale Xenograft-Tumoren bilden
(Abbildung 14 f). Wichtig ist, dass diese Tumoren histologisch
in hohem Maße die Charakteristika von Hirntumoren
menschlicher Patienten aufweisen.[37]

Die Zellen wurden mit einer Kinom-gerichteten lentivi-
ralen shRNA-Bibliothek transduziert, um Kinasen zu finden,
die die Differenzierung der GBM-CSCs steuern. Diese soll-
ten dann als Zielstruktur f�r niedermolekulare Inhibitoren
dienen. Um das Ausmaß potentieller Screening-Artefakte zu
minimieren, wurden mithilfe BMP4-behandelter Positivkon-
trollen mehrere Parameter festgelegt, um die Differenzierung
von GBM-CSCs quantitativ zu fassen; dazu geh�ren die
Gesamtzellzahl (um die potentielle Zytotoxizit�t zu verfol-
gen), die Koloniezahl und die durchschnittliche Zellzahl pro
Kolonie (GBM-CSCs k�nnen Kolonien aus individuellen
Zellen bilden, w�hrend differenzierten astrozyten�hnlichen
Krebszellen das Potenzial zur Selbsterneuerung fehlt, sodass
sie eher als Einzelzellen vorkommen; Abbildung 14b–e).
Interessanterweise waren nur etwa 10% der Hits �ber meh-
rere patientenspezifische GBM-CSC-Linien reproduzierbar.
Das differenzierte Verhalten ist wahrscheinlich auf die ge-
netische Heterogenit�t zwischen den CSC-Linien zur�ckzu-
f�hren, und nur diese gemeinsamen Hits wurden weiter cha-
rakterisiert. Der markanteste Differenzierungsph�notyp
wurde durch Ausschalten des Transkriptions-/Transformati-
onsdom�nen-assoziierten Proteins (TRRAP) erzielt
(TRRAP ist ein großes Protein mit zahlreichen Dom�nen
und geh�rt zur Familie der PI3K-verwandten Proteine). Die
Ausschaltung von TRRAP unterdr�ckt drastisch die F�hig-
keit zur Tumorbildung bei mehreren verschiedenen GBM-
CSC-Linien in vivo (Abbildung 14 f–i).[37] Die Studie zeigt,
dass mit ungerichteten Screening-Ans�tzen differenzie-
rungsbasierte CSC-spezifische Tumortargets identifiziert
werden k�nnen, an denen sich dann die Entwicklung nie-
dermolekularer Wirkstoffe orientieren kann.

In neueren Studien verwendeten wir und andere einen
�hnlichen Ansatz zur Suche nach niedermolekularen Sub-
stanzen, die entweder selektiv toxisch gegen GBM-CSCs sind
oder deren Differenzierung induzieren. Beispielsweise nutz-
ten wir eine differenzierungsbasierte Promotor-Reporter-
Strategie zur schnellen Durchmusterung von niedermoleku-
laren Verbindungen in GBM-CSC-Linien. Leitstrukturen, die
reproduzierbar das Reporter-Gen aktivierten, wurden wie
oben beschrieben mittels Bildauswertung �berpr�ft. Parallel
dazu wurden Molek�le, die im Prim�rscreening toxisch
waren, mit prim�ren humanen Astrozyten und von humanen
ES-Zellen abgeleiteten NPCs gegengepr�ft. Zusammen
f�hrten beide Strategien zu einer Reihe neuer Verbindungen,
die selektiv GBM-CSCs beeinflussen. Laufende Arbeiten
zielen darauf ab, die relevanten biologischen Zielstrukturen

zu identifizieren und ihre Effekte und Selektivit�t in vitro und
in vivo zu untersuchen.[268]

Pollard et al. verwendeten �hnliche Strategien zur Er-
zeugung und Expansion von GBM-CSC-Linien,[263b] die an-
schließend gegen eine Bibliothek aus 450 bekannten Wirk-
stoffen f�r verschiedenartigste klinische Indikationen ge-
screent wurden. Von den 23 Wirkstoffen, die alle GBM-CSC-
Linien abt�teten, modulieren sieben den Monoamin-Si-
gnalweg. Von diesen zeigten zwei Monoaminaufnahme-Inhi-
bitoren (Indatralin und Paroxetin) keine Wirkung auf Fibro-
blasten; ein Dopamin-Modulator des Transporter/Sigma-
Rezeptors (Rimcazol) und ein Serotonin-spezifischer Wie-
deraufnahme-Inhibitor (Sertralin) t�teten alle Tumorlinien
und f�talen NS-Zellen ab, hatten aber keinen Einfluss auf
Fibroblasten. Die Ergebnisse dieser Studie erweitern vor-
hergehende Befunde, die angedeutet hatten, dass Hirn-CSCs
akut auf eine Modulation der Monoamin-Signalgebung und
insbesondere des Serotonin-Signalwegs reagieren.[159]

11. Schlussbemerkungen und Ausblick

Zellbasierte Screeningans�tze f�r niedermolekulare Ver-
bindungen werden bereits seit Jahrzehnten f�r die Wirk-
stoffsuche und in der Zellbiologie verwendet. Der Wert sol-
cher Ans�tze f�r die Stammzellforschung tritt aber jetzt erst
zum Vorschein. Chemische Ans�tze werden immer h�ufiger
in der Stammzellbiologie verwendet, weil niedermolekulare
Substanzen Eigenschaften haben, die sie besonders geeignet
machen, um die komplexen Signalwege zu regulieren, die
Selbsterneuerung, Pluripotenz und Differenzierungsstatus
steuern. Solche synthetischen Molek�le lassen sich in der Tat
leicht einsetzen, um 1) das Schicksal von Stammzellen zu
regulieren, 2) auf Abstammungslinien festgelegte Zellen in
den multipotenten oder pluripotenten Status zu revertieren,
3) therapeutisch erw�nschte, reife Zelltypen zu expandieren
und 4) Tumorhierarchien und die Rolle von Zellen mit
Stammzelleigenschaften bei Krebs zu untersuchen. Diese
Molek�le erm�glichen neue Einsichten in die komplexen
Mechanismen, die das Entwicklungspotenzial bestimmen,
und sie haben bereits erste Anwendungen im therapeutischen
Kontext gefunden. Die erzielten Erfolge sind dabei in großem
Ausmaß einer produktiven Zusammenarbeit zwischen Che-
mikern und Biologen vor allem in akademischen Arbeits-
gruppen und weniger seitens der Pharmaforschung zu ver-
danken.

Ohne Frage gibt es noch viele aufregende Themen, die es
zu verfolgen gilt: Satellitenzellen bei Muskeldystrophien,
Kardiomyozyten bei Herzerkrankungen oder gar HSCs f�r
gentechnisch erzeugtes Retortenblut („Blood Pharming“).
Auch sind noch zahlreiche Herausforderungen zu bew�ltigen,
z. B. was die Rolle der Fibrose bei der Bestimmung der
Zellschicksals betrifft. Klar ist, dass unser Verst�ndnis von
Stammzellen und der komplexen Prozesse, die ihre Ent-
wicklung bestimmen, durch die Anwendung chemischer
Prinzipien und niedermolekularer Substanzen als Werkzeuge
immer weiter vertieft wird. Letztlich wird die Verschmelzung
dieser beiden Disziplinen die Einf�hrung regenerativer
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Maßnahmen als therapeutische Routineverfahren zur Be-
handlung vielf�ltiger Krankheiten beschleunigen.
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