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1. Einleitung

Die allermeisten Organe des Korpers erfordern im Verlauf des Lebens die Erneuerung oder
Regeneration verschiedener Gewebe, um funktionstlichtig zu bleiben. Damit diese
Funktionstlichtigkeit erhalten werden kann, bendétigen solche Organe Zellen, die alte Zellen
erneuern oder beschadigte Zellen ersetzen koénnen. Diese Rolle wird von adulten
Stammzellen der spezifischen Gewebe libernommen.

Stammzellen sind mitotisch aktive Zellen, die sich selbst erhalten kénnen. Zudem sind sie in
der Lage Zellen hervorzubringen, welche zu spezifischen postmitotischen Zellen des
Gewebes ihres Ursprungs differenzieren kdnnen. Postmitotische Zellen besitzen unter
physiologischen Bedingungen nicht mehr die Fahigkeit sich zu teilen und kénnen deshalb nur
von Stammzellen ersetzt werden. Stammzellen im adulten Gewebe werden in zwei Klassen
eingeteilt. Multipotente Stammzellen bringen verschiedene differenzierte postmitotische
Zellen innerhalb eines Gewebes hervor. Ein Beispiel dafir sind die Stammzellen in den
Kryptenbéden im Didnndarm. Unipotente Stammzellen bringen hingegen nur eine Art
differenzierter postmitotischer Zellen hervor, wie etwa die Spermatogonien nur Spermien
hervorbringen. Das Verhalten der Stammzellen und ihrer Nachkommen, ob sie sich teilen oder
ruhen oder ob ihre Nachkommen terminal differenzieren und zu welchem Zelltyp, wird von der
Stammzellnische gesteuert.

Die Nische wird gebildet von der physischen und biochemischen Umgebung der Stammzelle.
Die Lage einer Stammzelle ist in einem Epithel an eine Basallamina gebunden und die
Stammzelle wird von ihren Nachbarzellen an ihrem Platz gehalten. Zell-Zell-Kontakte,
parakrin oder endokrin sezernierte Signalstoffe kénnen das Verhalten der Stammzelle
beeinflussen und die Zellen, deren Signale die Stammzelle zur Teilung leiten oder diese
verzdgern, sind ebenfalls ein wichtiger Teil der Nische und werden generell als Nischenzellen
bezeichnet.

Ein Verstandnis von Stammzellen und ihren Nischen ist essentiell fir das Verstandnis eines
Gewebes und Ubergeordnet fir das Verstandnis des Organerhaltes. Entartungen der
Stammzellen aufgrund von Alter oder Umwelt geschuldeter Mutation kdnnen mit Verstandnis
des physiologischen Zustandes, also dem gesunden Zustand, besser nachvollzogen werden
und potentiell in der regenerativen Medizin genutzt werden.

Stammzellen konnen anhand von Markern, bestimmten Molekilen, die sie exklusiv
auspragen, erkannt und beobachtet werden. Mit Hilfe solcher Marker kénnen Stammzellen
Uber einen langeren Zeitraum verfolgt werden und durch eine immunhistochemische
Anfarbung des Markers lassen sich dariber die Stammzellen und ihre Nachfolger im

histologischen Praparat sichtbar machen.



Eine wichtige Forschungsmethode um epitheliale Stammzellen zu identifizieren ist die Arbeit
mit Organoidkulturen. Organoide sind blasenartige epitheliale Zellverbénde, die von einer
einzigen Stammzelle unter den richtigen Kulturbedingungen und Medien hervorgebracht
werden koénnen. Sie spiegeln dabei das Epithel mit allen differenzierten Zellen ihres
Ursprungsgewebes wider und eignen sich damit sehr gut zur Erforschung von Epithelien ohne
ein Versuchstier zur Untersuchung téten zu missen. Auf diese Art und Weise kann man
isolierte Zellen darauf testen, ob sie die Eigenschaften von Stammzellen besitzen. Die
Fahigkeit Organoide hervorzubringen ist also ein guter Ansatz eine bestimmte Zelle als
potentielle Stammzelle in Betracht zu ziehen.

Ziel dieser Doktorarbeit ist es, herauszustellen welche Marker Stammzellen im Magenepithel
markieren und welche Zellen und Signalstoffe Teil ihrer Nische sind, um daraus ein Modell

des Gewebeerhalts und der Stammzellnische zu entwickeln.



2. Der Stand der Wissenschaft

2.1 Der Aufbau des Magens

2.1.1 Anatomischer Aufbau des Magens

Der Magen ist aufgeteilt in finf Regionen mit teilweise unterschiedlichen strukturellen und
funktionellen Eigenschaften. Oral am Eingang des Magens ist der Bereich der Cardia.
Oberhalb der Cardia befindet sich die Region des Fundus und darunter entlang der grof3en
und kleinen Kurvatur der Corpus. Corpus und Fundus ahneln sich sehr in ihrer Struktur und
werden deshalb in dieser Arbeit unter dem Begriff Corpus zusammengefasst. Der
Magenausgang aboral ist die Region des Pylorus mit dem davor befindlichen Antrum, welche
ebenfalls ahnliche Strukturen zeigen und deshalb unter dem Begriff Antrum hier
zusammengefasst werden.

Interessant sind aufgrund ihrer starken Unterscheidungsmerkmale Antrum und Corpus,
welche auch gemeinsam einen Grofteil der Magenoberflache einnehmen. Da Gber die Cardia
wenig bekannt ist bezlglich ihres Selbsterhalts und regenerativen Kapazitat und da sie einen
nur kleinen Teil der Magenoberflache einnimmt, wird sie in dieser Arbeit nicht naher in

Betracht gezogen.



Fundus

Cardia

Corpus

Antrum

Abb. 1 Anatomischer Aufbau des Magens

Gezeigt ist eine schematische Darstellung des Magens in seiner
Langsachse mit Anschnitten des Oesophagus oral und
Duodenums aboral. Die roten Linien teilen den Magen in seine
unterschiedlichen Regionen auf Cardia, Fundus, Corpus Antrum
und Pylorus. Wegen der grofen Flache, die die Gebiete Antrum/
Pylorus und Corpus/Fundus einnehmen, werden nur sie betrachtet
und die Region Cardia vernachlassigt.

2.1.2 Histologischer Aufbau des Magens

Die Magenwand lasst sich in histologisch unterscheidbare Abschnitte unterteilen, die
unterschiedliche Gewebetypen zeigen wie Epithel, Bindegewebe und glatte Muskulatur. Die
Grenze zu dem Lumen wird durch die Tunica mucosa gezogen. Die Tunica mucosa wird selbst
in drei Schichten unterteilt. Am weitesten zu dem Lumen hin liegend hat man die Lamina
epithelialis mit einem einschichtigen hochprismatischem Epithel. Das Epithel ist eingesttilpt
und bildet dadurch Driisen. Diese Driisen werden grundsatzlich in Foveola, Isthmus, Hals und
Drisenboden aufgeteilt. Corpus und Antrum unterscheiden sich trotz des generell
gleichbleibenden Drusenaufbaus in Lange und Verastelung, sowie im Vorkommen

verschiedener Zelltypen.
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Das einschichtige Epithel liegt einer Basallamina auf. Unterhalb der Basallamina befindet sich
die bindegewebige Lamina propria, welche Gefal3e enthalt, die das umliegende Gewebe
versorgen. Darunter liegt eine dunne Schicht glatte Muskulatur, die Lamina muscularis
mucosae.

Letztere trennt die Tunica mucosa histologisch von der Tela submucosa, einer
Bindegewebsschicht mit gréReren Gefalden und Nerven.

An die Tela submucosa grenzt wiederum die Tunica muscularis mit verschieden orientierten
Schichten glatter Muskulatur an, welche dem Magen eine eigene Peristaltik verleiht.

Umhdallt ist der gesamte Magen von einer ebenfalls bindegewebigen Tela subserosa. Das
Stroma in dieser Schicht ist im Vergleich lockerer als das in der Tela submucosa. Unterhalb
der Tela subserosa liegt eine Schicht Mesothel des Peritoneums, welches den gesamten

Magen einhdllt.
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Tunica mukosa Lamina epithelialis

Lamina propria

Lamina muscularis

Tela submukosa mucosae

Tunica muscularis

Abb. 2 Histologischer Aufbau des Magens

(LMS Lehrmittel-Service H.Spat GmbH)

Zu sehen ist der Wandaufbau des Magens anhand eines histologischen Praparats in der Azan-
Farbung. Die einzelnen Schichten der Magenwand sind links (A) beschriftet und die Tunica mucosa
ist rechts (B) nochmals unterteilt in ihre drei Laminae. Die Lamina epithelialis nimmt dabei den
groéften Teil ein, allerdings sind zwischen den Drisen Bindegewebseinzlige der Lamina propria.
Unter den beiden Laminae liegt die Lamina muscularis mucosae.

2.1.3 Aufbau der Corpusdrusen und zellulare Zusammensetzung

Das Epithel des Corpus hat an der Oberflache Epithelzellen, welche Muzine vom Typ Mucbac
sezernieren, die den Schleimteppich bilden als Schutzschicht vor dem pH-niedrigen
Magensaft und Keimen. Diese Zellen werden im Folgenden als Oberflachenmukuszellen
bezeichnet. Das Oberflachenepithel zieht sich hinab in die Foveola. Die Foveola ist eine
Einstllpung des Epithels, die oben breiter und unten enger wird. Die Stelle, an der es eng
wird, nennt man den Isthmus, wo der eigentliche Driisenausgang liegt.

Man geht laut Standardlehrbuch davon aus, dass sich im Isthmus ein Stammzellreservoir
befindet, da dort bei elektronenmikroskopischer Untersuchung granulafreie Zellen beobachtet
wurden, die scheinbar keine Funktion hatten auler der Fahigkeit zur Mitose (Karam und
Leblond, 1993a). Andere Zellen der Drise wiesen Granula gefillt mit Sekreten auf oder
Membraneinstilpungen, die sogenannten Canaliculi, weshalb die vermuteten Stammzellen

durch ein Fehlen solcher Strukturen herausstachen und respektiv so interpretiert wurden.

12



Entlang des Driisenhalses sitzen GUberwiegend die Canaliculi zeigenden Parietalzellen, welche
fur die Sekretion des sauren Magensaftes zustandig sind. Neben den Parietalzellen befinden
sich auch noch Nebenzellen, welche das Muc6 Muzin sezernieren und deshalb von hier an
Halsmukuszellen genannt werden. Zudem finden sich vereinzelt enteroendokrine Zellen im
Drisenhals.

Am Drisenboden sind vereinzelt sowohl Parietal- als auch enteroendokrine Zellen
angesiedelt (Bartfeld und Koo 2017). Uberwiegend befinden sich dort aber Hauptzellen,

welche Magenlipase und Pepsinogene sezernieren (Arnold et al. 2011).

2.1.4 Aufbau der Antrumdrisen und zellulare Zusammensetzung

Das Antrum hat ebenso wie der Corpus an der Oberflache Mukus sezernierende Epithelzellen
mit Mikrovilli, welche auch in der Foveola sitzen. Im Verhaltnis zum Corpus sind im Antrum
die Foveolae langer, dafiir aber die Drisenhalse kirzer. Insgesamt sind die Antrumdriisen um
einiges kurzer als die Corpusdrisen in ihrer Lange.

In dem kurzen Drisenhals einer Antrumdrise sind enteroendokrine Zellen wie G-Zellen oder
D-Zellen zu finden, sowie Parietalzellen und Halsmukuszellen. G-Zellen sezernieren Gastrin,
welches sie auf ein Acetylcholin-vermitteltes Signal von dem enterischem Nervensystem oder
einer Substanz im Magenlumen in das Blut abgeben. Auf diesem Weg gelangt Gastrin zu
ECL-Zellen oder Parietalzellen. In ECL-Zellen bewirkt Gastrin die Freisetzung von Histamin,
welches wiederum die Parietalzellen stimuliert Magensaure freizusetzen. Gastrin kann auch
direkt die Parietalzellen zur Saurefreisetzung anregen, jedoch fuhrt der Weg Uber die ECL-
Zellen zu potenterer Stimulation. D-Zellen kdnnen Somatostatin sezernieren, ein
inhibitorisches Signal fur die Gastrin sezernierende Aktivitat von G-Zellen (illustriert im
Lehrbuch von Frau Lillmann-Rauch).

D-Zellen und G-Zellen steuern also gemeinsam antagonistisch die Saureausschuttung der
Parietalzellen und damit die Aziditat des Magensaftes.

Am Driisenboden findet man wie im Corpus Hauptzellen, die hier auch vermutete
Stammzellen sind (Bartfeld und Koo 2017), worauf im Folgenden ausfuhrlich eingegangen

wird.
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Abb. 3 Aufbau der Magendriisen

(Adaptiert nach Mills und Shivdasani 2011)

Links sieht man ein Modell einer Antrumdrise (A) und rechts einer Corpusdrise (B). In der Mitte
zwischen den beiden Driisen sieht man eine Abbildung des Magens, die unterteilt ist in Antrum und
Corpus. Die Drise des Antrums (A) hat eine langere Foveola und einen kirzeren Hals und Boden als
die Corpusdriuse (B). Oberflachenmukuszellen werden hier dargestellt mit lila apikalen Zelloberflache.
Teilungsaktive Zellen sind gekennzeichnet durch kompaktes Chromatin in blau und einen aufgeldsten
Zellkern. Parietalzellen sind blau dargestellt (B) und enteroendokrine Zellen mit apikaler rot-gelb-griiner
Streifung (A). Am Driisenboden sind in A und B Hauptzellen mit apikal roter Farbung dargestellt.

2.2 Entwicklung des Magens

In der embryonalen Entwicklung bilden sich wahrend der Gastrulation die drei Keimblatter
heraus; das Ektoderm, Mesoderm und Endoderm. Fur die Entstehung des Verdauungstrakts
sind besonders Endoderm und Mesoderm wichtig. Zwei der Keimblatter stllpen sich um das
Endoderm herum und bilden dadurch einen Schlauch, bei dem im Querschnitt das Endoderm
innen und das Ektoderm auf3en liegt. Das Magenepithel, also die Magendrisen, entwickelt
sich aus dem Endoderm. Das unmittelbar darunter liegende Gewebe, wie Lamina propria und
Lamina muscularis mucosae, entwickelt sich aus dem Mesoderm.

Im Verlauf der embryonalen Entwicklung teilen sich Mesoderm und Endoderm entlang der
anterior-posterioren Korperachse in drei Abschnitte, den Vorderdarm, Mitteldarm und
Hinterdarm auf. Entlang dieser longitudinalen Achse von oral zu aboral erfolgt die

Spezialisierung der Abschnitte, welche durch die Spezifizierung und Expression von

14



Transkriptionsfaktoren definiert sind. Die Spezialisierung der Abschnitte des Darmrohrs flhrt
zur Differenzierung der Mukosa und damit zum charakteristischen Aufbau der entscheidenden
Mukosabereiche.

Der Vorderdarm teilt sich in gemeinsam entwickelnde Bereiche auf. Der Magen entwickelt sich
dabei gemeinsam mit dem Oesophagus und dem oralem Anteil des Duodenumes.

Der Prozess der Abgrenzung des Magenepithels zum Oesophagusepithel st
entwicklungsgeschichtlich noch nicht ausreichend erforscht (McCracken und Wells 2017).
Die Abgrenzung zum Duodenum ist dagegen klarer verstanden, da zwischen Magen und
Duodenum in der Entwicklung ein Ubergang von Vorderdarm zu Mitteldarm ist und somit eine
klare Grenze gezogen wird. Das eindeutige Unterscheidungsmerkmal hierbei ist die
Auspragung des Transkriptionsfaktors Sox2 im Magen- und Oesophagusepithel und die
Auspragung von Cdx2 im Darmepithel (Mills und Shivdasani 2011). Diese
Transkriptionsfaktoren sorgen damit fur die Transkription ihrer Zielgene, was zu
unterschiedlichen Spezialisierungen und entsprechend differenzierten Epithelien flhrt. Im
Magen fihren sie zur Bildung von Drisen und im Darm zur Entstehung von Villi und Krypten.
Zusatzlich reguliert Barx1, ein weiterer Transkriptionsfaktor aus dem Mesoderm, die Wnt-
Expression im Endoderm.

Die Wnt-Expression steuert die Darmentwicklung und wird deshalb von Barx1 im Magen
unterdrickt (Bartfeld und Koo 2017). BMP treibt ebenfalls aus dem Mesoderm die Entwicklung
des glandularen Magens in Mausen voran, was auch beim Menschen die Abgrenzung zum
Oesophagus nahelegt (Kim und Shivdasani 2016). Im Magen der Maus gibt es den
.Forestomach® (Ubersetzt zu Vormagen), den es im Menschen nicht gibt, jedoch findet man
im murinen Vormagen mehrschichtiges Plattenepithel wie im Oesophagus. BMP ist das
entscheidende Signal fur die Differenzierung des Drisenepithels im Mausecorpus und Noggin
inhibiert das BMP-Signal im Plattenepithel des Vormagens. Die molekulare Spezifizierung und
Abgrenzung von Mausecorpus zu Vormagen koénnten also analog zur Grenze zwischen
Magen und Oesophagus in der humanen Entwicklung sein (siehe Abb. 4).

Eine ganze Reihe von Wachstumsfaktoren ist fir die geordnete Differenzierung des
Darmrohres also verantwortlich und essentiell. Man kann annehmen, dass die Prozesse, die
zur Entstehung der Organe des Darmrohres in der Entwicklung beitragen méglicherweise

auch im adulten Gewebe zur Aufrechterhaltung beitragen.
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Oesophagus Oesophagus
j |
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Antrum Antrum
Duodenum Duodenum

Abb. 4 Entwicklung des Magens der Maus

(inspiriert von Mills und Shivdasani 2011)

A zeigt eine schematische Darstellung des Magens der Maus zum Zeitpunkt E13. B zeigt die
schematische Darstellung eines Mausemagens einer neugeborenen Maus. In A sieht man, dass Wnt
im CDX2* Darmabschnitt wirken kann, wahrend es im SOX2* Magen indirekt von BARX1 Uber sFRPs
gehemmt wird. A zeigt somit die Signalkaskade die wichtig ist fur die Differenzierung zwischen Magen
und Duodenum. B zeigt, dass BMP im Corpus wirkt und im Vormagen von NOGGIN gehemmt wird. Die
Hemmung von BMP ist der Grund fiir die Auspragung von Plattenepithel im Vormagen im Vergleich zu
Drisenepithel im Corpus. Griine Signale stellen in dieser Abbildung aktivierende Signale dar, wéhrend
rote Signale Deaktivierung symbolisieren. Gelb steht fir den Mediator der Deaktivierung. Die
schwarzen Pfeile zeigen an, dass oberhalb der Grenze zwischen Magen und Duodenum (rote Linie)
SOX2 ausgepragt wird und unterhalb CDX2. Die blauen gestrichelten Linien zeigen die Abgrenzung
der Magenregionen an, die hier aufgefihrt sind.
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2.3 Stammzelllokalisation und Signale im Darm

Da das Feld der Stammzellen im Magen noch vergleichsweise wenig erforscht ist, ist es
hilfreich das Stammzellsystem und das umliegende Gewebe des Darmepithels zu betrachten,
welches sehr gut erforscht ist und einige konzeptionelle Parallelen zum Magen zeigt.
Entdeckungen aus dem Darm kdénnten auch im Magen gelten, weshalb Wissen aus dem Darm
Fragen im Magen beantworten kdnnte. Der Darm besitzt ebenso wie der Magen eine Tunica
mucosa mit einschichtigem hochprismatischem Epithel, welche aber anders gestaltet ist als
die des Magens. Wahrend sich im Magen von der Oberflache in die Tiefe gehende
Einstllpungen, die Drisen, befinden, liegt in der Darmmukosa ein anderes Muster vor. Dort
sind lange fingerférmige Ausstllpungen, die Villi, umringt von kirzeren Einstilpungen, den
Krypten.

Auf dem Villus befinden sich postmitotische Zellen wie Becherzellen und Enterozyten. Weiter
unten an der Villusbasis und dem Kryptenausgang findet man sogenannte Tuft cells und
enteroendokrine Zellen (Clevers 2013).

Die Stammzellen im Darm liegen am Boden der Krypten, eingebettet zwischen
Paneth-Kdrnerzellen. Die Stammzellen des Darms sind durch das Gen Lgr5 markiert (Clevers,
Loh und Nusse 2014). Um die Position einzelner Zellen im Kryptenboden genauer zu
beschreiben, wird ein numerisches System genutzt, wobei die mittig liegenden Zellen als +1
beschrieben werden. Von diesen Zellen aus wird in Richtung des Lumens weiter durchgezahlt,
was in Abb. 5 am modellhaften Aufbau einer Krypte leicht zu verstehen ist.

Im Darm ist die Krypte die Stammzellnische und die gesamte Gewebserneuerung geht von
dort aus. Beeinflusst wird die Proliferation der dort ansassigen Stammzellen von
verschiedenen Faktoren. Ein zentraler Faktor ist Wnt, der von den Paneth-Kérnerzellen
sezerniert wird. Wnt3a ist das Proliferationssignal flr die Stammzellen und eines von 19
bekannten Molekulen der

Whnt-Genfamilie (Kim et al. 2020). Obwohl das Wnt-Signal wichtig fur die Proliferation der
Stammzellen ist, ist es nicht der allein entscheidende Faktor fur das Schicksal der
Tochterzellen.

Die physische Bindung zur Paneth-Kérnerzelle ist entscheidend, da auf ihrer Oberflache
Notch-Liganden ausgebildet sind. Uber den Kontakt zum Notch-Rezeptor auf der Stammzelle
wird ein Verbleib als Stammzelle signalisiert (Clevers 2013).

Die Lgr5* Stammzellen am Kryptenboden teilen sich symmetrisch, wobei beide Tdéchter
entweder zu ,Transit Amplyfying Cells“ (TACs) werden, wenn kein Notch-Kontakt mehr
besteht, oder als Stammzellen verbleiben, wenn der Notch-Kontakt nach der Zellteilung
weiterhin besteht. TACs sind Stammzellnachkommen, die weiterhin die Fahigkeit besitzen

sich zu teilen auf dem Weg zur terminalen Differenzierung, jedoch erhalten sie sich nicht
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selbst. Wnt aus Paneth-Kornerzellen ist nicht so essentiell flr die Stammzellen wie Notch, da
Paneth-Kérnerzellen nicht die einzige Quelle von Wnt sind, denn auch Telozyten, der
Basallamina auf der Bindegewebsseite anliegende flache Zellen mit langen Zellfortsatzen,
sezernieren Wnt (Kim et al. 2020). Zu diesen Wnts gehdért unter anderem Wnt2b (Toader et
al., 2019), welches ebenso wie Wnt3a ein proliferativ wirkendes kanonisches Wnt-Signal ist.
Das Wnt-Signal ist also redundant an der Darmkrypte und deshalb sind die Paneth-
Kornerzellen essentiell in Bezug auf die Exposition des Notch-Signals, aber nicht des Wnt-
Signals (Clevers 2013).

Nicht nur der Kontakt zur Paneth-Kornerzelle ist ein Differenzierungsdeterminant, sondern
auch die Wirkung eines BMP-Signals. BMP wird im Bindegewebe unterhalb des Epithels in
der Lamina propria hergestellt und wirkt differenzierend auf die Stammzellen,
dementsprechend ist es starker vertreten aufl’erhalb der Nische. Im Bindegewebe um die
Krypte herum wird aus diesem Grund zusatzlich BMP-Inhibitor produziert, was eine erweiterte
Regulation des Stammzellschicksals ermoglicht (Clevers 2013), da dieser Inhibitor
Stammzellen vor der differenzierenden Wirkung des BMP-Signals schuitzt.

Diese Kenntnisse der Organisation der Stammzellnische im Darm sind wichtig und werden im
spateren Verlauf dieser Arbeit auf den Magen Ubertragen bzw. verglichen, um einen Eindruck

von der Organisation der Magenstammzellnische zu erlangen.
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—» Wnt-Signal

= Notch-Signal

Abb. 5 Intestinale Krypte: Die Stammzellnische

(inspiriert von Clevers, Loh und Nusse 2014)

Abb. 5 zeigt eine schematische Darstellung einer Darmkrypte.
Entlang der Krypte befinden sich Telozyten, welche u. a. Wnt
sezernieren. Die blauen Zellen sind Enterozyten im terminalen
Reifungsprozess und in Richtung der Villusspitze aufsteigen.

Die gelben Zellen sind die dufersten Stammzellen der Nische an
Position +4. Die roten Zellen sind Paneth-Kérnerzellen, welche
ebenfalls Wnt sezernieren und Notch-Liganden auf ihrer Zelloberflache
auspragen, die an die Notch-Rezeptoren der Stammzellen binden
kénnen. Die griinen Zellen sind die Stammzellen in der Krypte.
Das Epithel liegt einer Basallamina auf (schwarze Linie).

2.4 Die relevanten Signale im Magen

Allen Signalwegen ist gemeinsam, dass sie durch einen Hauptliganden aktiviert werden.
Zudem wird deren Aktivitat agonisiert oder antagonisiert und auf diese Weise feinjustiert, wie
das Signal wirken soll. Nachdem bereits mit Wnt, Notch und BMP herausgestellt wurde,
welche Signale im Darm primar auf die Stammzellen wirken, werden hier Signale besprochen,

welche im Magen fir die Stammzellen eine wichtige Rolle spielen.
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Dieser Vergleich erdffnet die Mdglichkeit Parallelen zwischen den beiden Organen zu

erkennen, die in Kapitel 4 beschrieben und in Kapitel 5 diskutiert werden.

2.4 1 Die Signalkaskade von Wnt zur Steuerung des Stammzellverhaltens

Das kanonische Wnt-Signal fuhrt in Stammzellen zur Zellteilung. Die Wnt-Rezeptor-Bindung
an der Plasmamembran initiiert intrazellular eine R-catenin-Signalkaskade, welche zur
Translation der

Whnt-Zielgene flihrt (Clevers, Loh und Nusse 2014). Im menschlichen Korper wurden bisher
19 Wnt-Liganden gefunden. Drei dieser Liganden sind im Magen beschrieben und dort
vermutlich relevant. Einerseits findet man den kanonischen Wnt-Liganden Wnt3a (Hayakawa
et al., 2015), im Intestinum wird in der Lamina propria Wnt2b produziert, welches potentiell
auch im Magen produziert werden duirfte (McCarthy, Kraiczy und Shivdasani, 2020) und
andererseits das nicht-kanonische Wnt5a, welches auch in der Lamina propria produziert wird
(Nienhuser et al., 2021).

Das Wnt-Signalmolekul wird extrazelluldar von den Corezeptoren Frizzled und LRP5/6
gebunden (Abb 6.). Die Bindung des Wnts ist verantwortlich fiir die Aktivierung von DVL,
welches die Phosphorylierung von [-catenin  durch Axin stoppt. Bei fehlender
Phosphorylierung reichert sich

3-catenin intrazellular an und wandert in den Zellkern ein. Dort bildet 3-catenin einen Komplex
mit dem Transkriptionsfaktor TCF, der die Wnt-Zielgene transkribiert (Clevers, Loh und Nusse
2014). Das Wnt-Signal wird danach unterbunden durch den Znrf3/Rnf43-Komplex, der sich
wie die Wnt-Corezeptoren in der Zellmembran befindet.

Fir ein langer bestehendes Wnt-Signal ist ein weiteres Signal erforderlich. Das Rspo-Signal
wirkt agonistisch auf das Wnt-Signal, indem es mit dem Lgr5-Rezeptor an der Zellmembran
einen Komplex bildet, der fir den Abbau des Znrf3/Rnf43-Komplexes sorgt (Kumar et al.
2014).
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Abb. 6 Die Wnt-Signaltransduktion

(inspiriert von Clevers, Loh und Nusse, 2014)

Abbildung 6 zeigt die schematische Darstellung einer Zelle mit ihrem Zellkern.

In der Membran sitzen die Corezeptoren fiir das Wnt-Signal LRP5/6 und Frizzled.
Ebenfalls in der Membran verankert sind der inhibitorische Znrf3/Rnf43-Komplex
und LGRS. Intrazellular unterhalb der Corezeptoren befindet sich DVL, welches
nach Aktivierung die Phosphorylierung von R-catenin durch Axin beendet. R-catenin
sammelt sich daraufhin im Zytoplasma an und transloziert in den Nukleus.

Im Nukleus bildet B-catenin einen Komplex mit TCF, welcher dann die Wnt-Zielgene

2.4.2 Die Wirkung von Hedgehog

Hedgehog ist ein Signal, welches abhangig von der Zielzelle an, die es bindet, das sowohl die
Proliferation als auch die Differenzierung der Zielzelle férdern kann (Donnelly et al., 2014).

Das Hedgehog-Signal wird von seinen Liganden Sonic-Hedgehog, Indian-Hedgehog oder
Dessert-Hedgehog Ubertragen. Diese Liganden binden an die PTCH 1 oder 2 auf der
Zelloberflache der Stammzelle, die sich teilen soll, oder der Vorlauferzelle, die differenzieren
soll. Eine Bindung des Hedgehog-Liganden an den PTCH-Rezeptor bewirkt, dass die
Hemmung von PTCH auf den 7-transmembranen Domanen Rezeptor Smoothened

aufgehoben wird. Die Aktivierung von Smoothened ermdglicht die Dephosphorylierung des
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Transkriptionsfaktors GLI2. Transkriptionsfaktoren sind Molekiile, welche die Transkription
bestimmter DNA-Abschnitte regulieren. Die Dephosphorylierung von GLI2 ermdglicht die
aktive Transkription der Hedgehog-Zielgene im Zellkern (Katoh und Katoh 2005).

Phosphat

Stammazelle

Nukleus

N

Zlelgej
Abb. 7 Hedgehog-Signaltransduktion
(inspiriert von Katoh und Katoh 2005)
Abbildung 7 zeigt die schematische Darstellung einer Zelle mit einem Zellkern.
In die Zellmembran sind der Hedgehog-Ligand bindende PTCH-Rezeptor und
der daran gebundene Rezeptor Smoothened (SMO) integriert. Bei Hedgehog
(HH)-Rezeptor-Bindung wird SMO aktiviert und dephosphoryliert GLI12. GLI2
transloziert daraufhin in den Nukleus, wo es die HH-Zielgene reguliert.
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2.4.3 Die Wirkung des Bone Morphogenetic Protein

Das Bone Morphogenetic Protein-Signal (BMP) wirkt differenzierend auf Zellen. Dort, wo das
BMP-Signal wirkt, kdnnen keine Stammzellen erhalten werden, es sei denn, das BMP-Signal
wird von einem Antagonisten lokal gehemmit.

Das Signalmolekil BMP gehért zur TGF-B-Familie, welche an Serin-Threonin-
Kinaserezeptoren Typ | und Typ Il binden. Im menschlichen Kérper kennt man zwolf
unterschiedliche BMPs (Zhang und Que 2019). Um das Signal an die Zielzelle zu Ubertragen,
bindet BMP an die

BMP-Rezeptoren | und Il (BMPR I und Il), welche fir die Bindung des BMP an der Zellmembran
zusammengefihrt werden muissen. Mit dem Zusammenschluss der BMPRs wird BMPR |
zweifach phosphoryliert. Die Bindung von BMP an die zusammengeflihrten Rezeptoren
bedingt darauf die intrazellulare Phosphorylierung von den Molekiulen SMAD 1/5/8. Pro
gebundenem BMP werden zwei SMAD 1/5/8 phosphoryliert. Diese phosphorylierten SMADs
bilden nun einen Komplex mit dem unphosphorylierten SMAD 4.

Dieser SMAD-Komplex translokiert dann in den Nukleus, wo er fir die Transkription der
BMP-Zielgene verantwortlich ist (Zhang und Que, 2019).
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Abb. 8 BMP-Signaltransduktion

(inspiriert von Zhang und Que 2019)

Eine schematische Darstellung einer Zelle mit Nukleus ist gezeigt. In der

Zellmembran sitzen die zwei verschiedene BMP-Rezeptoren | und Il, welche jeweils

aus zwei Domanen bestehen. BMPR Il bindet den BMP-Liganden und schlief3t sich
darauf mit BMPR | zusammen. Bei Zusammenschluss der BMPRs werden die zwei
SMAD 1/5/8 phosphoryliert. Die phosphorylierten SMADs bilden mit einem SMAD 4
einen Komplex, der in den Zellkern einwandert. Im Zellkern reguliert der SMAD-Komplex
die Transkription der BMP-Zielgene.
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2.4 .4 Die Wirkung von Notch

Notch ist ein transmembranes Signalprotein, welches Uber Zell-Zell-Kontakt den Verbleib als
Stammzelle, sowie deren Proliferation signalisiert (Bartfeld und Koo, 2017).

Das Notch-Signal kann Gber funf mégliche Liganden an vier verschiedene Notch-Rezeptoren
weitergegeben werden. Das besondere an Notch im Vergleich zu den bisher genannten
Signalen ist, dass der Notch-Signal-Ligand ebenso wie der Rezeptor in die Plasmamembran
integriert ist. Der Ligand ist in die Membran einer Nischenzelle der Stammzellnische integriert,
wahrend der Rezeptor in der Membran der Stammzelle integriert ist. Die Liganden des Notch-
Signals sind die Proteine DLL1, DLL3, DLL4, Jag1 oder Jag2. Die Notch-Rezeptoren heifen
Notch1 bis Notch4, wobei die beiden wichtigsten im Kontext dieser Arbeit Notch 1 und Notch
2 sind, da sie Notch-Signale im Magen Ubertragen (Demitrack und Samuelson, 2017).

Die Signaltubertragung wird durch die Bindung des Notch-Liganden an die extrazellulare
Doméane des Notch-Rezeptors (NECD) initiiert. Auf diese Bindung folgt die erste
proteolytische Spaltung, bei der NECD durch die Protease ADAM von der
Transmembrandomane des Notch-Rezeptors abgespalten wird. In der zweiten
proteolytischen Spaltung wird die intrazellulare Doméane des Notch-Rezeptors (NICD) durch
die y-Sekretase von der Transmembrandomane abgetrennt. NICD transloziert darauf in den
Zellkern, wo es einen Komplex mit MAML1 bildet. Dieser Komplex transkribiert die Zielgene

des Notch-Signalweges (Takebe et al., 2015).
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Abb. 9 Notch-Signaltransduktion

(inspirieret von Takebe et al. 2015)

Abbildung 9 zeigt die schematische Darstellung einer Zelle mit Zellkern

und den Anschnitt einer benachbarten Zelle. In der Membran der Nischenzelle

sitzt der Ligand des Notch-Signals, in der Membran der Stammzelle der Rezeptor.
Bei Bindung der NECD an den Liganden wird NECD von der Transmembrandomane
(TM) gel6st. NICD wird durch ADAM von der TM getrennt und von der y-Sekretase
aus der Membran gel6st. Vom intrazellularen Raum translokiert NICD in den Nukleus,
wo es einen Komplex mit MAML1 bildet. Der NICD-MAML1-Komplex ist fur die
Transkription der Notch-Zielgene verantwortlich.
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2.4.5 Die Wirkung von Epidermal Growth Factor (EGF)

EGF ist in der Magenmukosa ein differenzierend wirkendes Signal (Wdlffling et al., 2021).
Neben EGF sind auch TGFa und Neuregulin (NRG) mdgliche Liganden fiir den EGF-Rezeptor
(Wolffling et al. 2021; Holloway et al., 2021).

Die Bindung eines EGFR-Liganden flhrt intrazellular zur Bindung des Adaptermolekiils GRB2
an den Rezeptor. GRB2 wiederum bindet das SOS-Protein, welches Nukleotide austauschen
kann. SOS kann dann das membranassoziierte RAS, welches GDP gebunden hat, mit GTP
versehen, wodurch RAS aktiviert wird. RAS-Aktivierung fihrt zu einer Kaskade von
Kinasephosphorylierung, bei der zunachst RAF, dann MEK und schlieRlich ERK aktiviert wird.
Im freien Zytoplasma, also nicht mehr an der Membran, fiihrt die Kinaseaktivitat von ERK zu
einem Aktivatorproteinkomplex aus c-fos und c-jun, welcher in den Nukleus einwandert. Im

Nukleus reguliert dieser Aktivatorproteinkomplex die Transkription der EGF-Zielgene.
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Abb. 10 EGF-Signaltransduktion

Abbildung 10 zeigt die schematische Darstellung einer Zelle mit Zellkern. In der
Membran ist der EGF-Rezeptor verankert. Bei EGF-Bindung aktiviert der Rezeptor
GRB2. GRB2 bindet das SOS-Protein, welches an RAS GDP durch GTP austauscht
und dadurch RAS aktiviert. RAS ist eigentlich ein membrangebundenes Protein, aber
zu Darstellungszwecken wird es hier intrazellular freiliegend gezeigt. Aktiviertes RAS
phosphoryliert RAF und MEK, welche durch die Phosphorylierung eine Kinase abgeben.
ERK dimerisiert im Zytoplasma c-fos und c-jun. Daraus entsteht ein Aktivatorkomplex,
der in den Nukleus translokiert und dort die EGF-Zielgen-Transkription reguliert. Die
aktivierten Proteine der Signaltransduktionskaskade sind mit Phosphat (P) markiert.
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2.5 Offene Fagen zu den Stammzellen im Magen

Die aktuelle Forschung im Darm unterbreitet bereits viele Erkenntnisse beziglich der
Nischensignale und damit in Verbindung gebrachten Mechanismen bei der Tumorentstehung
im Gastrointestinaltrakt. Der Magen ist in dieser Hinsicht vergleichsweise unerforscht.
Wahrend die Summe der hier besprochenen Studien suggeriert, dass es nicht nur einen
Stammzelltyp und eine Stammzellnische im Magenepithel gibt, bleiben dennoch Fragen
ungeklart: Sind diese potentiell unterschiedlichen Stammzellen unabhangig voneinander, gibt
es Coexpression von Stammzellmarkern in einer Zelle oder koordinieren sie die
Differenzierung der Tochterzellen zu bestimmten terminal differenzierten Zellen? Was sind die
entscheidenden Signalmolekule, wie in etwa Wnt im Darm, sowie gibt es nur eine
Stammzellnische wie etwa die Krypte? Wie wirken die Signalmolekile und in welchen Zellen?
Sind die mitotisch aktiven Zellen im Isthmus nur teilungsaktiv wie TACs oder tatsachlich bona
fide Stammzellen? Und naturlich: Woher kommen die Signale und andere Faktoren, die die
Stammzellnische fur ihre Stammzellen bilden?

Ein besseres Verstandnis des physiologischen Status und wie er aufrechterhalten wird,

kénnte wesentliche Hilfe bei der Magenkrebsforschung und dessen Therapieansatzen leisten.
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3. Material und Methoden

3.1 Konzeptionelle Herangehensweise

Wahrend die Stammzellen des Darms und Colons bereits ausgiebig erforscht sind, mangelt
es im Magen noch an einem grundlegenden Konsensus darlber, welche Zellen der
Magendrise innerhalb des Epithels Stammzellen sind, wie viele unterschiedliche Typen es
gibt und wo sie sich befinden.

Aulerdem ist wenig daruber bekannt, welche Signale die Proliferation und Differenzierung der
Stammzellen regulieren und welchen zelluldren Ursprung diese Signale haben.

All diese Themen sollen in dieser Arbeit erldutert werden und nach Zusammentragen der
aktuellen Forschungsergebnisse diskutiert werden, um aussagekraftige Schllisse zum Thema

Stammzellen im Magen ziehen zu kénnen.

3.2 Recherchemethoden, die zu den Ergebnissen dieser Arbeit fihrten

Die Basis meines Wissens wurde durch die standardisierte Literatur in der Lehre der
makroskopischen und mikroskopischen Anatomie gebildet, namentlich das Anatomie
Lehrbuch Prometheus und das Taschenlehrbuch der Histologie von Frau Dr. Lullmann-Rauch,
sowie das Lehrbuch aus der englischen Literatur ,Molecular Biology of the Cell*. Auf der von
diesen Lehrbuchern gebildeten Grundlage konnte ich meine weitere Recherche aufbauen.
Die Hauptrecherchequelle fir diese Doktorarbeit war das Archiv PubMed des ,National Center
for Biotechnology*, welches als die primare online Plattform bekannt ist, auf der qualitativ
hochwertige, in Fachzeitschriften begutachtete publizierte Arbeiten gelistet und verlinkt
werden. Ein GroRteil der von mir analysierten wissenschaftlichen Arbeiten wurden dabei von
den renommierten Magazinen ,Nature®, ,Cell“ und ,Science* veroffentlicht.

Fir ein bildliches Verstandnis und um mich mit dem Aussehen einzelner Zellen vertraut zu
machen, nutzte ich ebenfalls die Mainzer Histo Maps, eine Onlinebibliothek von histologischen

Praparaten.
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3.3 Uberlegungen, die zu den Fokuspunkten der Arbeit gefiihrt haben

Im Magendarmtrakt findet ahnlich wie auf der Haut eine konstante Erneuerung des Epithels
statt, Diese Erneuerung wird durch ortstindige adulte Stammzellen ermdglicht, deren
Tochterzellen in der Haut von dem Stratum basale hin zur Oberflaiche zunehmend
differenzieren. Eine ebenso konstante zelluldre Erneuerung der Oberflache findet auch im
Intestinum statt. Das Intestinum &hnelt von seinem Aufbau mit einschichtiges Epithel dem
Magen.

Der Magen hat vorwiegend eine sekretive Funktion, da er zustandig ist fir die Freigabe von
Verdauungsstoffen wie der Magensaure, Magenlipasen und Pepsinogenen. Dieser
zusammengesetzte Magensaft sorgt flr die proteolytische Spaltung der aufgenommenen
Nahrung. Aufgrund der Sekretion und dem Drusenaufbau des Epithels kdnnte man den
Magen auch als eine Drise mit grolRem Lumen verstehen.

Im Vergleich dazu bezieht der Darm eine Uberwiegend absorptive Aufgabe, da die
Hauptfunktion des Darmtraktes die Aufnahme der Nahrstoffe, Mineralstoffe und von Wasser
aus der Nahrung ist.

Dementsprechend haben Magen und Darm an ihre jeweiligen Aufgaben angepasste Tunicae
mucosae. So hat der Magen ein ebenes Epithel mit Einstlilpungen und sich daran
anschlieltende Drisen. Der Darm hingegen hat ausstilpende Villi und einstiilpende Krypten.
Zwischen den beiden Organen gibt es also nicht nur funktionelle, sondern auch strukturelle
Unterschiede.

Dennoch findet man Gemeinsamkeiten zwischen den beiden Organen, die einen Vergleich
als Ansatzpunkt fur die Stammzellforschung rechtfertigen.

So haben beide Organe anders als die Haut ein einschichtiges Epithel, in dem der
Stammzellnachschub nicht aus tiefer gelegenen Schichten kommen kann. AuRerdem sind die
Krypten isoliert optisch ahnlich der antralen Magendrisen. Auch sind die Tunicae mucosae
trotz ihrer unterschiedlichen Struktur von den Schichten her gleich angeordnet.

So besitzen die Tunicae mucosae in Magen und Darm jeweils eine Lamina epithelialis, Lamina
propria und Lamina muscularis mucosae.

Dieser Fakt ist besonders wichtig fir die Uberlegung, ob Lamina propria und Lamina
muscularis mucosae einen Beitrag zur Stammzellnische des Epithels in beiden Organen
haben konnten. Das bereits erlangte Wissen Uber die Nischenrolle der unteren
Mukosaschichten aus dem Darm ware dann zumindest konzeptionell auf den Magen
Ubertragbar.

Annliches gilt auch fiir das Colon, welches zwar nicht so gut erforscht ist wie das Intestinum,

aber trotzdem wertvolle Anhaltspunkte fiir die Nischengestaltung im Magen haben kénnte.
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4. Ergebnisse

4.1 Stammzellen und deren Marker, die im Magen beschrieben wurden

Stammzellen, die hier beschrieben werden, wurden entweder im Corpus, Antrum oder in
beiden Bereichen gefunden. Dementsprechend werden die Stammzellen in ihrem jeweiligen
Bereich als Stammzellen des Corpus oder Antrum beschrieben.

Neben Stammzellmarkern ist auch die schlichte Angabe der Position in der Drise eine
wirksame Methode um Stammzellen im Epithel zu beschreiben. Einige der Studien, die bei
dem Erstellen dieser Doktorarbeit geholfen haben, bedienen sich am gleichen System,
welches eingangs fur die Darmkrypte erklart wurde. Von der Mitte des Drusenbodens
ausgehend kénnen die Zellen durchgezahlt werden. Bespielhaft dafiir ware, dass Yoshioka et

al. Beschrieben haben, dass sich Bmi1* Stammzellen in der Position +5 bis +8 befinden.

4.1.1 Der potentielle Stammzellmarker Lgr5

Leucine-rich G-Protein coupled Receptor 5 ist ein Rezeptor, der R-Spondine binden kann,
wobei die Bindung von R-Spondin (Rspo) an Lgr5 eine Abnahme der Suppression, sprich
Verstarkung, des Wnt-Signals bewirkt. In der Membran von Wnt-Zielzellen sitzen die Wnt-
Signalinhibitoren

Znrf3/Rnf43, welche von dem Lgr5/Rspo-Komplex aus der Membran entfernt werden. Das
dadurch weniger abgeschwachte Wnt-Signal kann damit der Zielzelle starker Proliferation
signalisieren (Kumar, Burgess und Gulbis, 2014).

Die Expression von Lgr5 ist in vielen Epithelien des Korpers beobachtet worden, wie etwa im
Intestinum. Die Studien zu Lgr5 als Stammzellmarker im Intestinum von Hans Clevers waren
bereits sehr aufschlussreich bezlglich der beobachteten Qualitadten einer Stammzelle im
Gastrointastinaltrakt (Clevers, 2013).

Auch im Epithel der murinen Magenwand wurden von Leushacke et al. (2017) Lgr5* Zellen
beschrieben. Lineage Tracing, also das Verfolgen der Expression eines spezifischen Gens in
Tochterzellen, zeigte, dass sich Lgr5* Zellen langfristig sowohl im Corpus als auch im Antrum
am Drisenboden erhalten. Die Funktion der Lgr5* Zellen variiert jedoch zwischen den beiden
Magenregionen. Im Corpus fungieren sie als Reservestammzelle und im Antrum als aktive
Stammzelle. Die Position der Lgr5* Zellen ist analog zu denen in der Krypte des Darms, jedoch
gelten dort nicht die gleichen Nischenbedingungen, da am Drisenboden des Corpus und

Antrum keine Paneth-Kornerzellen zu finden sind.
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Um die Stammzellqualitaten einer Zelle zu Uberprifen, kann man versuchen mit so einer
isolierten Zelle und den richtigen Kulturbedingungen Organoide zu generieren. Fir die
Generierung von Corpusorganoiden werden keine Lgr5® Zellen bendtigt, im Gegenteil sie
tauchen sogar erst im spateren Verlauf der Organoidgenese auf, was ein
Abstammungsverhaltnis zu einer anderen Stammzelle im Corpus nahelegt (Leushacke et al.,
2017; Xiao und Zhou, 2020). Mist1* Zellen im Isthmus zeigen keine Lgr5-Markierung, wahrend
die Lgr5* Zellen am Drisenboden auch Mist1* sind. Mist1 ist ein Transkriptionsfaktor, der in
diesen beiden verschiedenen Zellen und Positionen zu finden ist (Hayakawa et al., 2015b).
Auflerdem konnten Mist1*/Lgr5 Zellen aus dem Isthmus die gesamte Drise als Organoid in
vitro hervorbringen, inklusive Lgr5* Zellen, wahrend Mist1*/Lgr5* Zellen am Driisenboden
unter gleichen Bedingungen nicht dazu fahig waren (Leushacke et al., 2017; Hayakawa et al.,
2015b).

Obwohl die Lgr5* Zellen am Driisenboden des Corpus demnach keine Stammzellen zu sein
scheinen, haben sie dennoch proliferative Fahigkeiten. Auch wenn sie nicht zur
Epithelhomdostase beitragen, also dem Selbsterhalt des physiologischen Zustandes, werden
sie aber aktiv nach Verletzung oder bei Entziindung (Leushacke et al., 2017). In ihrem
teilungsinaktivem postmitotischen Zustand sind diese Lgr5-markierten Zellen des
Drusenbodens Hauptzellen (Leushacke et al., 2017). Diese Hauptzellen reagieren auf eine
Verletzung des Epithels mit Proliferation und Differenzierung zu Muc6* und Tff2* Zellen und
damit zur Genese von Spasmolytic Polypeptide-Expressing Metaplasia (SPEM). Diese Art der
Metaplasie dient zur Reparatur des beschadigten Epithels und wird durch Interleukin 33
initiiert. Interleukin 33 wird von Zellen der Mukosa bei Schaden sezerniert, was vor allem die
Innate Lymphoid Cells 2 im Bindegewebe der Lamina propria aktiviert. Innate Lymphoid Cells
2 sezernieren dann Interleukin 13, wodurch Hauptzellen das Phanomen SPEM ausbilden
(Meyer und Goldenring, 2018) (siehe Abb. 11).
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Abb. 11 Die Aktivierung von SPEM

(inspiriert von Meyer und Goldenring, 2018)

Abbildung 11 zeigt ein Flussdiagramm von der Entwicklung von SPEM. SPEM wird
initiiert durch Verlust von Parietalzellen in der Drise. Darauf reagieren foveolare
Epithelzellen mit der Ausschittung von Interleukin (IL) 33. IL33 stimuliert Inate
Lymphoid Cells IL13 auszuschitten. IL13 hat zwei Effekte auf die Entwicklung von
SPEM. IL13 stimuliert die Transdifferenzierung von Hauptzellen zu SPEM-Zellen und
aktiviert Makrophagen, welche wiederum mehr IL33 freisetzen. Makrophagen verstarken
also die IL13-Sekretion und damit den Transdifferenzierungsprozess.



Die Lgr5* Zellen des Corpus uberschneiden sich mit Troy™ Zellen und Troy ist ein weiterer
Marker fir Reservestammzellen, die bei Verletzung aktiv werden. Troy und Lgr5 sind zudem
beides

Whnt-Zielgene (Bartfeld und Koo, 2017). Troy ist ein Inhibitorprotein, welches die Aktivitat von
Wnt senkt, indem es die Wnt-Rezeptorbindung verstarkt, wodurch kein neuer Signalimpuls
gesendet werden kann (Kumar, Burgess und Gulbis, 2014). Da diese Lgr5*/Troy* Hauptzellen
nach Verletzung beansprucht werden, liegt die Annahme nahe, dass das Wnt-Signal am
Drisenboden eher bei der Epithelregeneration eine Rolle spielt und nicht unter

physiologischen Bedingungen.

Die Rolle von Lgr5* Zellen im Antrum ist deutlich anders, da das Antrum von seinen
Charakteristika mehr dem Intestinum gleich kommt. Leushacke et al. (2013) konnten via in
vivo multicolor lineage tracing auch bereits zeigen, dass Lgr5* Zellen am Drusenboden des
Antrums Ki67 auspragen. Ki67 ist ein Marker fur Proliferation und damit ein Indiz fir den
Stammzellstatus der Lgr5* Antrumzellen. Ebenso zeigt die Auspragung von Ki67, dass Lgr5*
Zellen im Antrum aktiv proliferierende im Vergleich zu ruhenden inaktiven oder langsam
teilenden Stammzellen sind.

Ein wichtiges Signal fir die Regulierung von Lgr5* Stammzellen des Antrums ist das
Notch-Signal, welches Uber ein aktives Signal die Proliferation der Stammzellen fordert. die
Lgr5* Zellen teilen sich auf das Notch-Signal hin symmetrisch, beide Téchter haben also das
gleiche zellulare Schicksal. Sie sind beide erneut Stammzellen oder beide TACs. Das Notch-
Signal hat auch indirekt einen Effekt auf die Tochterzellen, da ein ausbleibendes Notch-Signal
zu ihrer Differenzierung fuhrt (Gifford et al., 2017; Clevers, 2013). Die Lgr5" Zellen des
Antrums tragen also wie die Lgr5* Zellen am Kryptenboden des Intestinums zu der normalen
Epithelhomdostase bei (Leushacke et al., 2013) und liegen dort an Position +1 bis +3 des
Drisenbodens (Sigal et al., 2017).

Zusammenfassend kann man festhalten, dass die Lgr5* Zellen unterschiedliche Rollen im
Corpus und Antrum annehmen. Die Expression von Lgr5 ist ein Indikator, aber kein definitiver
Marker fur Stammzellen. Wahrend sie im Corpus lediglich als Reservestammzellen
funktionieren, dienen sie im Antrum vor allem der Epithelhomdostase. In beiden Regionen
koénnen die Lgr5* Zellen aber auf Inflammation oder Infektion bzw. Verletzung mit Proliferation
reagieren.

Der Groliteil der hier aufgefiihrten Forschungsergebnisse sind Kenntnisse, die aus murinen

Modellen gewonnen wurden, mit Ausnahme von Sigal et al. (2017), die ebenfalls an humanen
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Organoiden geforscht haben. Die Bedeutung der murinen Experimente wird in der Diskussion

aufgewogen.

4.1.2 Der potentielle Stammzellmarker Mist1

Karam und Leblond beschrieben 1993 bereits die granulafreie Erscheinung von Zellen, die
sich im Isthmus befinden. Da ihnen keine Funktion wie den Parietalzellen oder Hauptzellen
zuzuordnen war, ging man davon aus, dass der Isthmus die Stammzellnische sei und die
granulafreien Zellen die Stammzellen seien. Diese granulafreien Zellen sind, wie sich
herausgestellt hat, von Mist1 markiert. Mist1 markiert Stammzellen ausschlielich im Corpus
des Magens und wird im Isthmus der Corpusdriisen lokalisiert. Obwohl der Isthmus nicht der
einzige Ort des Epithels ist, wo man eine Mist1 Expression findet, sind dennoch nur die Mist1*
Zellen im Isthmus als Stammzellen benannt. Am Drisenboden des Corpus befinden sich die
bereits beschriebenen Lgr5* Zellen, welche ebenfalls Mist1* sind (Hayakawa et al., 2015b).
Bei murinen Organoidgeneseversuchen konnte herausgefunden werden, dass Mist1
markierte Zellen eine ganze Corpusdrise generieren kdnnen und diese auch erhalten kénnen
(Hayakawa et al., 2015b). Auch wenn die Mist1* Stammzellen das Potential besitzen die
gesamte Drise hervorzubringen, sind sie fur die Homoostase des Epithels wahrscheinlich
nicht hauptverantwortlich, da sie sich nur sehr selten teilen. Der Proliferationsmarker Ki67
konnte in nur 0,2% der Mist1* Zellen nachgewiesen werden (Nienhlser et al., 2021; Matsuo
et al., 2017).

Die Teilungsrate und Teilungsgeschwindigkeit der Mist1* Stammzellen kann aber erheblich
durch ein Signal in Form von Wnt5a gesteigert werden. Wnt5a wird von Cxcr4® ILCs im
Bindegewebe sezerniert und ist damit eine Komponente der Stammzellnische (Hayakawa et
al., 2015b). ILCs sind Immunzellen des angeborenen Immunsystems, die eine wichtige Rolle
als Entzindungsmediatoren haben (siehe Abb. 11). Eine der Reaktionsmdglichkeiten ist die
Abgabe von Wntba, flir das in vitro gezeigt wurde, dass es die Zeit, die Mist1* Zellen bendtigen
um die gesamte Drise zu generieren, auf ein Drittel reduzieren kann (Nienhuser et al., 2021).
Weil Wnt-Signale durch Rspo-Signale verstarkt werden kdnnen, liegt die Annahme nahe, dass
auch Mist1* Stammzellen von Rspo beeinflusst werden kénnen, insbesondere wenn es darum
geht Wnt5a-Signale zu verstarken, beispielsweise bei Inflammation. Ob R-Spondin dabei
tatsachlich eine Rolle spielt, ist allerdings noch nicht untersucht (Nienhuser et al., 2021).
Neben den Wnt-bezogenen Signalen scheint auch Notch die Proliferation der Mist1* Zellen
zu steuern, da beobachtet werden konnte, wie eine konstante Aktivierung von Notch zur
Entwicklung von intestinalem Typ Karzinom, eine Tumorvariante mit epithelialen
Charakteristika der Darmschleimhaut, durch die Mist1* Stammzellen fiihrte (Hayakawa et al.,
2015b).
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Zusammenfassend weil® man anhand des wissenschaftlichen Standes, dass Mist1* Zellen
Stammzellen des Corpus sind, welche sich im Isthmus der Drisen befinden. Passend zu
dieser Position wurde beobachtet, dass die Tochterzellen jener Stammzellen bidirektional
migrieren, wenn sie ihre Nische verlassen (Burclaff et al., 2020). Aulierdem ist aktuell
auszuschlieRen, dass die Mist1™ Stammzellen sich mit anderen Stammzellen bzw. deren

Markern uberschneiden und daher eine eigene Population von Stammzellen darstellen.

4.1.3 Der potentielle Stammzellmarker Sox2

Das Homeobox-Gen Sox2 codiert einen TF, der gemeinsam mit Cdx2 die Abgrenzung
zwischen Vorder- und Mitteldarm in der Entwicklung festlegt (Kim und Shivdasani, 2016; siehe
Abb. 4). AuRerdem weil® man von Sox2, dass es die Pluripotenz frilher embryonaler
Stammzellen erhalt, sowie die epitheliale Formation von Magen und Oesophagus wahrend
der fetalen Entwicklung reguliert (Arnold et al., 2011). Im adulten Stadium bleibt Sox2
weiterhin ein Marker multipotenter Stammzellen (Leushacke et al., 2017) und tragt zur
konstanten Selbsterneuerung des Magenepithels bei, wie anhand des murinen Modells
erkannt werden konnte (Arnold et al., 2011).

Dabei wurden Sox2* Zellen mit einem gelb fluoreszierenden Protein versetzt, welches sich
auch auf den Tochterzellen weiterhin zeigt. Nach sechs Monaten Beobachtungszeit waren
alle unterschiedlichen Zelltypen der Magendriise mit dem gelben Marker versehen (Arnold et
al. 2011).

Wie bereits erlautert wurde, kénnen Lgr5* Stammzellen ausschlieRlich im Antrum alle Zellen
der Drise hervorbringen und Mist1* Stammzellen exklusiv im Corpus. Sox2* Stammzellen
befinden sich hingegen in sowohl Corpus- als auch Antrumdriusen im unteren Drusendrittel
und kénnen in beiden Magenregionen die gesamte Driise als Organoid in vitro hervorbringen
(Choi et al., 2018).

Von Demitrack und Samuelson (2017) konnte beobachtet werden, dass das Notch-Signal
auch fur die Sox2* Stammzellen ein Regulationsmechanismus ist, da sie zeigten, dass eine
intrazellulare Uberexpression der NICD-Domaéne, einem Teil des Notch-Signalweges, unter
anderem bei Sox2* Stammzellen zu einer hyperplastischer Polypenbildung fuhrt.

Ein weiteres Signal, das mit Sox2 in Verbindung steht, ist BMP. Wahrend der friihen
Entwicklung inhibiert BMP die Auspragung von Sox2, vermutlich um die Abgrenzung von
Vorderdarm und Mitteldarm zu verzdégern (McCracken und Wells, 2017). Ob BMP auch im
adulten Stadium einen Einfluss auf Sox2* Stammzellen nimmt, ist bis hierhin nicht erforscht

oder veroffentlicht.
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Insgesamt ist Sox2 ein Stammzellmarker, der bereits wahrend der Entwicklung beobachtet
wird und bis in das adulte Stadium weiterhin Stammzellen markiert, welche dann im
Drisenhals residieren. Dabei ist indiziert, dass besonders Notch ein wichtiges Nischensignal

unter adulten physiologischen Bedingungen ist.

4.1.4 Der potentielle Stammzellmarker Bmi1

Bmi1* Zellen sind in den Isthmi der Corpus- und Antrumdriisen angesiedelt (Xiao und Zhou,
2020). Im Isthmus des Antrums sitzen sie in etwa an Position +5 bis +8 (Yoshioka et al., 2019).
Wahrend Bmi1 in den Darmkrypten ruhende, nach Verletzung aktivierte Stammzellen markiert
(Clevers, 2013), agieren Bmi1* Zellen im Magen genau entgegengesetzt. Bmi1* Zellen im
Magen zeigen namlich zu 57% den Proliferationsmarker Ki67, was dafiir spricht, dass Bmi1*
Zellen rapide proliferierende Stammzellen sind (Yoshioka et al., 2019). Bmi1 selbst ist ein
Polycomb-Gen, welches fir die Stilllegung von Chromatinen verantwortlich ist (Yoshioka et
al., 2019).

Nach Parietalzellverlust bewirkt durch orale Tamoxifengabe bringen diese Bmi1* Stammzellen
viele Tochterzellen hervor und differenzieren dabei insbesondere zu Tff2* Mukuszellen, ein
Marker von SPEM. Dies indiziert wiederum, dass Bmi1* Stammzellen an der Heilung nach
Verletzung der Drise beteiligt sind (Yoshioka et al., 2019). Abseits der Wundheilungsfunktion
tragen die Bmi1* Zellen auch zur Epithelhoméostase bei und ein Verlust dieser Zellen
kompromittierte die Lamina epithelialis des Magens, da Driisen aus Antrum und Corpus ohne

Bmi1* Stammzellen verletzten Driisen glichen (Yoshioka et al., 2019).

Zusammenfassend legt die aktuelle Forschung nahe, dass Bmi1* Stammzellen eine eigene
Population darstellen. lhre Funktion unter regulativen Bedingungen und Homdostase macht
Bmi1® Stammzellen zu Kandidaten fir die Untersuchung auf den Ursprung von
Magenkarzinomen.

Da das Wissen, was wir aktuell Gber Bmi1* Stammzellen haben, aus einer limitierten Anzahl
von Quellen stammt, ist es essentiell mehr Forschung in diese Richtung zu betreiben, um

mehr Klarheit Giber die Signifikanz diese Kategorie von Stammzellen zu erhalten.
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4.1.5 Der potentielle Stammzellmarker Lrig1

Das Lrig1-Protein (Leucine-rich repeats and immunoglobulin-like domains 1) ist ein Regulator,
hauptsachlich von EGF-Rezeptoren, flr deren Degradation Lrig1 sorgt. Lrig1 kontrolliert
dadurch die Wirkung von EGF auf seine Zelle und dient damit auch als Tumorsuppressor
(Choi et al., 2018). Zellen, die Lrig1 auspragen, lassen sich im Corpus und im Antrum am
Driisenboden finden (Schweiger et al., 2018). Laut Choi et al. (2018) befinden sich Lrig1*
Vorlauferzellenzellen auch im Isthmus des Corpus, womit sie dort ebenfalls in der
Stammzellnische fur den Corpus angesiedelt waren. Es ist noch fraglich, an welcher Position
definitiv Lrig1* Zellen mit Stammzellqualitéaten sitzen. Schweiger et al. bezogen die Aussagen
von Choi et al. in ihre Arbeit mit ein, konnten auf experimentellem Weg aber nicht zu dem
gleichen Schluss kommen. Was bekannt ist, ist, dass Lrig1* Zellen den Proliferationsmarker
Ki67 auspragen kénnen und damit die Fahigkeit nachweisen sich teilen zu kénnen (Choi et
al., 2018). Dabei scheinen Lrig1* Zellen in besonderer Beziehung zu Parietalzellen zu stehen,
da ein Verlust von Parietalzellen in der Druse zu einer verstarkten Auspragung von Ki67 in
Lrig1* Zellen fuhrt und damit zu mehr Proliferation.

Die Verbindung mit Parietalzellen ist scheinbar bestatigt, dadurch dass Lrig1 nicht nur in
Progenitorzellen in Stammzellgebieten, sondern auch in differenzierten Parietalzellen
gefunden wurde. Dieser Zusammenhang wird von Choi et al. (2018) erklart, dass die Lrig1-
Regulation von EGF-Rezeptoren sich auch auf TGFa ausweitet, was wiederum die autokrine
Sauresekretion der Parietalzellen beeinflusst (Choi et al., 2018). Ein Abstammungsverhaltnis
zwischen Lrig1* Vorlauferzellen und Lrig1* differenzierten Parietalzellen konnte bisher aber
noch nicht nachgewiesen werden (Choi et al., 2018). Neben den Parietalzellen wurde der
Marker Lrig1 auch in Hauptzellen und Halsmukuszellen gefunden, also im gesamten unteren
Drusenteil (Schweiger et al., 2018). Obwohl Lrig1* Zellen sich in vitro lange Zeit, bis zu tber

ein Jahr, erhalten, ist ihr Status als Stamm- oder Vorlauferzelle noch nicht bestatigt.

Mit grofder Wahrscheinlichkeit wurde eine Rolle von Lrig1*™ Zellen in der Entwicklung von
SPEM ausgeschlossen (Choi et al., 2018), da SPEM aus einer Hauptzelltransdifferenzierung
heraus entsteht und Lrig1 laut Choi et al. nicht in Hauptzellen ausgepragt ist, gegenteiliges
aber von Schweiger et al. nachgewiesen wurde. Dieser Widerspruch bleibt ebenfalls

ungeklart.
Es lasst sich festhalten, dass Lrig1* Zellen an Epithelhomd&stase beteiligt sein kdnnen. Sie sind

auch in der Lage Organoide in vitro in etwa gleichem Male wie Lgr5* Zellen aus dem Antrum

auszubilden (Schweiger et al., 2018).
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Allerdings scheinen sie in beiden Magenregionen tendenziell eher eine
Reservestammzellfunktion einzunehmen, sprich, dass sie nach Verletzung oder ahnlichem

rekrutiert werden (Schweiger et al., 2018).

4.1.6 Der potentielle Stammzellmarker eR1

eR1 ist ein Verstarker des Runx1-Gens. Dabei kommt dem Runx1-Gen in der Entwicklung
eine regulative Funktion zu. Im adulten Stadium ist es fir die Auspragung von
Transkriptionsfaktoren verantwortlich, welche mit der Bildung von Karzinomen in Verbindung
gebracht werden.

Das Runx1-Gen ist nicht exklusiv im Magenepithel zu finden, sondern wird auch in
hamatopoetischen Stammzellen, sowie in CD45" Immunzellen exprimiert (Matsuo et al.,
2017). AuRerdem findet sich Runx1 in Zellen der Haarfollikel, die am Haarwachstum beteiligt
sind, sowie in den Lgr5* Zellen der Darmkrypten (Chuang, Osato und lto, 2020).

Der Verstarker eR1 wurde im Magenepithel sowohl im Antrum- als auch im Corpusisthmus
gefunden (Matsuo et al., 2017). Zu einem geringeren Anteil, nur zu 10%, fand man eR1 auch
am Drusenboden im Corpus, wo sie aber nur eine regenerative Funktion innezuhaben
scheinen, da nach Beschadigung der Driise die eR1* Hauptzellen am Boden proliferierten
(Matsuo et al., 2017). Zusatzlich hat man den Verstarker von Runx1 eR1 auch noch in der
Lamina muscularis mucosae des Magens gefunden.

Die eR1* Zellen zeigten in vitro die Fahigkeit Organoide von Corpus und Antrum zu entwickeln
und damit ein wertvolles Kriterium flr Stammzellen zu erflllen. AuBerdem zeigten sie eine
hohe Auspragung vom Proliferationsmarker Ki67, namlich zu 83%, was sie zu sich aktiver
teilenden Zellen machen wirde, da dies im Vergleich zu den anderen genannten
stammzellmarkerpositiven Zellen den héchsten Anteil an proliferierenden Zellen darstellt
(Matsuo et al., 2017).

Die im Darm ansassigen Runx1* Zellen waren nicht nur die Stammzellen am Boden, sondern
auch TACs am oberen Kryptenende (Chuang, Osato und Ito, 2020), was vermuten lasst, dass
die Zellen, die sehr haufig Ki67 im Isthmus auspragen auch TACs und nicht Stammzellen sein
konnten.

Trotz der hohen Teilungsaktivitdt, einem Charakteristkum von TACs, wurde im
Corpusisthmus beobachtet, dass die eR1* Zellen Uber ein Jahr erhalten bleiben und dabei zu

allen Zellen der Druse differenzieren (Matsuo et al., 2017).
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eR1* Zellen erwecken demnach den Eindruck eine Stammzellpopulation zu sein (Nienhtser
etal., 2021), die gekennzeichnet durch ihre hohe Proliferationsmarkerauspragung sich haufig

teilt und im Antrum und im Corpus vorkommt.

4.1.7 Der potentielle Stammzellmarker Cck2r

Im Antrum befinden sich zwischen Position +3 bis +7 Cck2r* Zellen, die als potentielle
Stammzellen betrachtet werden. Cck2r ist ein Rezeptor flr Gastrin und Progastrin, der in
Zellen ausgepragt wird, die zwar Lgr5" sind, dieses aber nur schwach exprimieren. Das
bedeutet, dass diese Cck2r*/Lgr5° Zellen nicht die Lgr5*™ Population darstellen, die
vorangehend besprochen wurde (Hayakawa et al., 2015).

Progastrin ist eine Vorstufe des Hormons Gastrin, welches von den G-Zellen der antralen
Drisen hergestellt wird und ist ein proliferationsauslésendes Signal fur die Cck2r* Zellen.
Der Rezeptor Cck2r ist nicht nur auf die beschriebenen Zellen aus dem Antrum begrenzt,
sondern kommt auch in Parietalzellen und ECL-Zellen im Corpus vor, nur mit dem
Unterschied, dass Cck2r dort keine Stammzellen markiert (Hayakawa et al., 2015).

Was fiir das Stammzellstatus der Cck2r* Zellen im Antrum spricht ist, dass sie in vitro alle
Zellen der Antrumdruse in einem Organoidexperiment hervorbringen konnten und eine
Langlebigkeit von zwei Monaten in diesem Experiment zeigten. Dagegen waren Cck2r Zellen
nicht fahig Orgnoide auszubilden (Hayakawa et al. 2015). Diese Daten fuhrten Hayakawa et
al. (2015) zu der Aussage, dass Cckr* Zellen langlebige Stammzellen im Antrum in vitro und
in vivo sind.

Zusatzlich hatten sie auch den Proliferationsmarker Ki67 zu 30% ausgepragt und dies sogar
dreifach hoher als ihre tiefergelegenen Nachbaren die Lgr5*" Stammzellen mit nur 10%.

Ein Signal von Progastrin fihrt nicht zwangslaufig direkt zu Proliferation, denn Progastrin
scheint in Cck2r* Stammzellen indirekt zu symmetrischer Zellteilung zu fiihren indem mehr
Lgr5-Rezeptoren in die Membran eingelagert werden fur eine Verstarkung des Rspo-Signals
und damit des Wnt-Signals (Hayakawa et al., 2015). Dementsprechend werden durch
Progastrin-Signalisierung Cck2r*/Lgr5" Zellen zu Cck2r*/Lgr5" Zellen konvertiert

(Hayakawa et al., 2015).

Solche Cck2r*/Lgr5" Zellen zeigten sich in der Lage mit einem Anteil von 5%Magenorganoide
hervorzubringen, wahrend diejenigen mit Lgr5° dies nur in 0,3% der Falle zeigten. Demnach
waren 5% der Cck2r*/Lgr5" Zellen als Stammzellen anzusehen. Progastrin erhoht also die
Organoidformation und damit auch die Stammzellproliferation. Bei zusatzlicher Anwesenheit

eines Karzinogens erhoht sich allerdings auch Progastrin und es kommt zur Spaltung der
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antralen Drisen und deren Expansion (Hayakawa et al., 2015). Dieser Befund macht das

Signal fur die Entwicklung von Karzinomen in den Antrumdrisen interessant.

Zusammengefasst sind Cck2r* Zellen im Magen nicht im Corpus, sondern im Antrum zu
finden. Sie besitzen die Fahigkeit sich zu teilen, indem sie zu Lgr5" Zellen konvertieren nach

Progastrinsignalisierung, wodurch sie empfanglicher fir Proliferationssignale sind.

4.1.8 Der potentielle Stammzellmarker Troy

Troy kommt im Magen ausschlieBlich im Corpus vor, dort aber nicht in der historisch
geglaubten Stammzellnische, dem Isthmus, sondern am Drisenboden (Bartfeld und Koo,
2017). Troy* Zellen sind in erster Linie differenzierte Zellen, denn Troy* Zellen stellen eine
Subpopulation von Hauptzellen am Driisenboden des Corpus dar (Stange et al., 2013). Wie
Lgr5 ist auch Troy ein Wnt-Zielgen (Bartfeld und Koo, 2017; Leushacke et al., 2017), was ein
Grund daflr sein kdnnte, dass Troy* Zellen am Driisenboden angesiedelt sind, ebenso wie
die Lgr5* Zellen im Antrum. Das Protein Troy selber ist aber ein Wnt-Antagonist mit der
Wirkung die Wnt-Rezeptor-Bindung zu destabilisieren, was das Wnt-Signal reduziert (Kumar,
Burgess und Gulbis, 2014).

Was Troy* Zellen aul3er ihrer Lokalisation, ihrer phanotypischen Erscheinung und Funktion als
Hauptzellen besonders macht, ist ihr Proliferationsverhalten. Sie sind im Vergleich zu den
Stammzellen des Isthmus in der Regel ruhende Stammzellen, welche sich fast ausschlieBlich
nach Verletzung der Drise teilen, um den homoostatischen Zustand wiederherzustellen (Han
et al., 2019; Stange et al., 2013).

Eine interessante Beobachtung, die von Stange et al. (2013) erfasst wurde, war, dass Troy
nicht nur als Stammzellmarker in einer Subpopulation der Hauptzellen zu finden war, sondern
auch in nicht proliferativen Parietalzellen, welche zwischen den Troy* Hauptzellen positioniert
waren. Dies brachte Stange et al. zu der Vermutung, dass unter Umstanden diese
Parietalzellen eine Nischenfunktion fiir die Troy® Hauptzellen ibernehmen kdnnten, jedoch

muss eine solche Spekulation weiter Uberprift werden.

Zusammengefasst sind Troy® Zellen in erster Linie differenzierte Hauptzellen am

Drisenboden des Corpus, die nach Verletzung als Stammzellen reaktiviert werden kénnen.
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4.1.9 Der potentielle Stammzellmarker Axin2

Axin2 ist ebenso wie Lgr5 und Troy ein Wnt-Zielgen (Leushacke et al., 2017). Bei der Wnt-
Signalkaskade phosphoryliert Axin das 3-catenin und eine Inhibition dieser Phosphorylierung
durch DVL ermdglicht dann die Translokation von 3-catenin in den Nukleus (Takebe et al.,
2015) (siehe Abb.6). Dass Axin2* Zellen Wnt-assoziiert sind, |asst die Annahme zu, dass sie
proliferative Zellen sind und damit potentiell als Stammzelle fungieren kénnen. Xiao und Zhou
(2020) konnten beobachten, dass Axin2*/Lgr5" Zellen die Uberwiegend Rspo-sensitiven Zellen
des Antrums sind, was wieder ihre Verbindung mit Wnt bestatigt. Allerdings fanden sich auch
Lgr5 positive und Axin2 coexpressionierende Zellen am Drisenboden des Antrums
(Leushacke et al., 2017), was die Individualitdt von Axin2 als Stammzellmarker fraglich
erscheinen I3sst.

Sigal et al. (2017) konnten den Stammzellstatus von Axin2* Zellen weiter erforschen mittels
Lineage Tracing nach Tamoxifenbehandlung. Tamoxifen imitiert den Effekt von einer
Helicobacter pylori Infektion auf die Driise, sodass nach Tamoxifenbehandlung die Drise
durch Stammzellen regeneriert werden muss. Sie fanden heraus, dass es im Antrum zwei
Axin2* Stammzellpopulationen gibt. Die eine Population ist Lgr5*/Axin2* (Lgr5*), die andere
Lgr57/Axin2* (Axin2%). Die Population, die Lgr5 auspragt, findet sich eher an Driisenposition
+1 bis +3, die Population, die nur Axin2 auspragt, hingegen befindet sich dariber zwischen
+4 bis +7. Damit befinden sich die Axin2* Stammzellen schon im Driisenboden unmittelbar
unterhalb des Isthmus im Antrum (Sigal et al., 2017).

Des Weiteren wiesen sie nach, dass Axin2* Zellen in der Lage sind Antrumorganoide zu
generieren, sowie ihr Vermogen Lgr5* Stammzellen hervorzubringen, nachdem letztere durch

eine selektive Diphterietoxinbehandlung entfernt wurden (Sigal et al., 2017).

Insgesamt ist Axin2 ein Stammzellmarker, den man in starkem Zusammenhang mit Lgr5
beobachtet. Die Axin2* Zellen zeigen ebenfalls eine Aktivierbarkeit durch Wnt und sind
dementsprechend teilungsaktiv, was sich auch durch Tamoxifenbehandlung von in vitro
Kulturen gezeigt hat, weil sie sich nach tamoxifeninduzierter Lasion verdoppelt haben und ihre

Proliferation im Drisenboden deutlich erhdht war (Sigal et al. 2017).
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4.2 Das Bindegewebe des Magens als Stammzellnische

4.2.1 Der Darm als Vorbild fir den Magen

Der Anteil der subepithelialen Mukosaschichten des Darms in der Nischenbildung fiir die
Stammzellen des Darmepithels ist allerdings vergleichsweise gut verstanden. Die Signale, die
in Lamina propria und muscularis mucosae des Darms wirken, sind auch in der Mukosa des
Magens zu vermuten. lhre zelluldre Herkunft ist im Magen jedoch unzureichend erforscht,
weshalb die Analyse der dquivalenten Strukturen im Darm einen Ansatz fir die Identifikation
von Signalquellen in der Magenmukosa bietet. Die bekannten Signale aus dem Darm sind

BMPs, sein Antagonist Gremlin1, Wnts und deren Agonist Rspo.

BMP-Signalisierung fordert die Differenzierung von Stammzellen und ihren Nachkommen.
Dort wo BMP ausgeschuttet wird, differenzieren also Zellen, weshalb das BMP-Signal das
Potential einer Stammzelle zu entfalten in seiner physischen Lage eingrenzt. Die Zellen, die
BMP in der Lamina propria bilden, sind Telozyten. Telozyten bilden ein funktionelles
Synzythium aus Uber ihre Telopode, dinne Zellfortsatze, die hundert Mikrometer lang sein
kénnen. Je nach ihrer Position in Relation zu der Lamina epithelialis sind sie dichter gepackt
an einem Ort oder nicht. Wahrend die Telozytendichte am Krypten-Villus-Ubergang und
entlang des Villus hoch ist, ist die Dichte von Telozyten an der Krypte und vor allem am
Kryptenboden gering.

Diese Verteilung ist indikativ daflir, dass die Stammzellnische am Kryptenboden liegt, da dort
das BMP-Signal aufgrund der geringeren Anzahl von BMP-Quellen dort schwacher ist.
(McCarthy, Kraiczy und Shivdasani, 2020). Dieser Gradient ist wichtig, da so die TACs, die
die Nische verlassen, auf ihrem Weg zur Villusspitze differenzieren kdnnen, bevor die
spezialisierten Tochterzellen nach einer Lebensspanne von drei bis vier Tagen sterben und

ins Darmlumen abgestofen werden (Clevers, 2013).

Gremlin1 (Grem1) ist ein BMP-Antagonist, der im Bereich der Nische die Funktion einnimmt
das BMP-Signal der Telozyten zu hemmen, um die Stammzellen vor Differenzierung zu
schutzen.

Trophozyten sind die Zellen, die den BMP-Antagonisten Grem1 sezernieren, der so damit
zulasst, dass proliferative Signale in der Stammzellnische ihre Wirkung entfalten kénnen
(McCarthy, Kraiczy und Shivdasani, 2020). Grem1 wird suplementiv auch aus den unter den
Trophozyten liegenden glatten Muskelzellen der Lamina muscularis mucosae sezerniert. Da

die Kryptenbdden die tiefgehensten Punkte der Lamina epithelialis sind, sind auch nur sie von
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der Gremlinsekretion in ihrer unmittelbaren Nahe betroffen (McCarthy, Kraiczy und
Shivdasani, 2020).

Nachdem klar ist, dass das differenzierungsférdernde BMP-Signal und sein Antagonist
unterhalb des Epithels aus der Basallamina stammen, wird nun auf das
proliferationsférdernde, stammzellerhaltende Wnt-Signal und seinen Agonisten Rspo
eingegangen. Fir die Lgr5" intestinalen Stammzellen ist eines der wichtigsten
Proliferationssignale das Wnt-Signal. Im Bindegewebe des Darms werden die Telozyten als
wahrscheinliche Wnt-Quelle betrachtet, allerdings gilt dies eher flr nicht kanonische Wnts,
welche nicht den gleichen proliferativen Stimulus auf die Zelle haben kénnten wie kanonische
Whnts (McCarthy, Kraiczy und Shivdasani, 2020; Kim et al., 2020). Ein kanonisches Wnt-
Signal, also ein Wnt-Signal, welches einen proliferativen Effekt auf die Stammzellen ausiibt,
ist Wnt2b. Nicht-kanonische Wnts haben nicht den Standardeffekt, die Proliferation, auf die
Stammzellen, sondern haben einen alternativen Effekt auf die Stammzelle. Wnt2b kommt aus
Pdgfra '° Stromazellen, welche sich entlang der gesamten Krypten-Villus-Achse befinden
(McCarthy, Kraiczy und Shivdasani, 2020). Wie das kanonische Wnt-Signal auf die Zelle wirkt

wurde bereits in der Einleitung erlautert (Abb. 6).

Das Wnt-Signal alleine ist aber nicht ausreichend, um die Zellteilung auszulésen, dazu ist das
Signal an sich zu schwach und wird erst mit dem Signalverstarker R-spondin effizient
(McCarthy, Kraiczy und Shivdasani, 2020). Rspo bindet als Wnt-Agonist an dessen Rezeptor
Lgr5. Dieser geformte Komplex ist dann in der Lage Znrf3/Rnf43, welche ein negatives
Feedback an das Wnt-Signal geben, aus der Zellmembran abzubauen und damit das Wnt-
Signal indirekt zu verstarken (Kumar, Burgess und Gulbis, 2014). Sowohl Rspo1 als auch
Rspo2 erlaubt somit die Stammzellproliferation und wird sezerniert von Trophozyten
aulderhalb des Epithels unterhalb des Kryptenbodens (McCarthy, Kraiczy und Shivdasani,
2020). Trophozyten sind der Lamina muscularis mucosae anliegende Bindegewebszellen,
welche aber noch verhaltnismafig unerforscht sind. Neben den Trophozyten sind auch

Pdgfra’ Stromazellen eine Quelle von Rspo (McCarthy et al., 2020).
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Abb. 12 Bindegewebe der Darmmukosa

(McCarthy, Kraiczy und Shivdasani, 2020)

Abbildung 12 zeigt die schematische Darstellung einer Darmmukosa mit einem exemplarisch
dargestellten Villus (links) und einer Krypte (rechts). Rechts oben ist der Villus nochmals in
der horizontalen Schnittebene dargestellt. Das Villusepithel besteht aus iberwiegend
Enterozyten

und Becherzellen. Das Kryptenepithel besteht aus Enterozyten, sowie Paneth-Kérnerzellen
und Stammzellen am Boden. Im Inneren des Villus sind neben Bindegewebszellen, welche
rechts

unten benannt sind, drei Gefalie zu sehen: Arterien (rot), Venen (blau) und Lymphgefal
(beige).

Am Boden der Darstellung ist die Lamina muscularis mucosae abgebildet.
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4.2.2 Signalstoffe und ihre mesenchymale Herkunft

Direkte mikroskopische Gemeinsamkeiten zwischen Magen- und Darmmukosa lassen sich
auf ersten Blick erkennen. So haben beide Organe eine Lamina epithelialis mit Basallamina
aufliegend auf einer Lamina propria und darunter befindlich eine Lamina muscularis mucosae
aus glatten Muskelzellen.

Im vorangehenden Abschnitt wurden bereits einige Zellen dieser beiden Schichten mit ihren
Beitrdgen zu der Stammzellnische des Intestinums herausgestellt. Es stellt sich die Frage, ob
diese Zellen aus dem Intestinum auch in der Magenmukosa wiederzufinden sind und ob sie
dort potentiell die gleichen Funktionen austiben.

Die Signale, die im Magen untersucht wurden auf ihren subepithelialen Ursprung, sind BMP,

Noggin, EGF, Wnt, Rspo und Hedgehog.

Woher das BMP- und EGF-Signal in der Magenmukosa stammen koénnten, ist noch nicht
bekannt, aber wie in 4.2.1 erlautert wurde, stammt das BMP-Signal im Darm aus den
Telozyten entlang der Krypten-Villus-Achse. Dies lasst die Hypothese zu, dass sich Telozyten
oder ein ahnlicher Zelltyp auch in der Lamina propria der Magenmukosa befindet. Eine Studie
an der Magenmukosa von Ratten bestatigt, dass es in der Lamina propria des Magens
ebenfalls Telozyten gibt (Tamura et al., 2021). Ebenso wie die Telozyten des Darms sind die
Telozyten des Magens Pdgfra™ markiert (Toader et al. 2019).

Mit der Anwesenheit von Telozyten im Magen kann man spekulieren, dass diese ebenfalls
wie ihr Aquivalent im Darm BMP sezernieren. Wie bereits von Bartfeld und Koo (2017)
herausgestellt wurde, wei man auch, dass sogar innerhalb des Epithels mit den
Parietalzellen eine Quelle fir sowohl BMP4 als auch Sonic-Hedgehog besteht. Sonic-
Hedgehog ist ein Signal, welches auch aus dem Bindegewebe aus den MSCs/Fibroblasten
kommt, ob aus der Lamina propria oder tiefer liegenden Schichten wie der Tunica submucosa
ist noch nicht bekannt. Eine Redundanz des BMP-Signals aus Epithel und Bindegewebe, also
eine duale Quelle ware also denkbar.

Die Verbindung, die im Fall vom BMP-Signal in der Magenmukosa noch fehlt, ist, dass
Telozyten die tatsachliche Quelle von BMP im Bindegewebe sind, denn man weil von der
Existenz von Telozyten und von der Existenz von BMP. Wird die Kausalitdt zwischen den
beiden Elementen einmal bestatigt, ware eine weitere Parallele zum Darm zu erkennen. BMP
ist ein nischeneinschrankendes Signal, da die Signalisierung von BMP in Corpusdriisen zur

Differenzierung von Parietalzellen fiihrt.
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Wie den BMP-Antagonist Grem1 im Darm gibt es auch im Magen ein aquivalentes Signal.
Das Noggin-Signal Ubernimmt in der Magenmukosa die Funktion von Grem1 und ist dort der
BMP-Antagonist (Barker, Bartfeld und Clevers, 2010).

Die Herkunft von Noggin aus der Lamina mucsularis mucosae im Magen wurde von W¢lffling
et al. (2021) bestatigt. Die glatten Muskelzellen in der Lamina muscularis mucosae
sezernieren Noggin unterhalb des Epithels und der Lamina propira. Noggin ist eine kritische
Komponente insbesondere fiir die Formation von Antrumorganoiden (Hayakawa et al., 2015),
was damit zusammenhangen kdnnte, dass am Driisenboden von Antrumdrisen ebenso wie
am Boden der Krypten im Darm Wnt-rezeptive Zellen sitzen, die eine Signalhemmung von

BMP bendtigen um zu proliferieren.

EGF ist ein Signal, das zur Differenzierung des oberen Drusenteils beitragt (Wolfling et al.,
2021). Da die Stammzellen im Corpus des Magens vor allem im Isthmus sitzen, missen deren
Nachfolger bidirektional migrieren, um das Drusenepithel unterhalb des Isthmus und parallel
dazu das Oberflachenepithel der Foveolae zu erhalten. Um unterschiedliche Zellpopulationen
in Foveolae und Driisenhals und Drisenboden zu erhalten, missen die differenzierenden
Tdchterzellen der Stammzellen aus dem Isthmus luminal und basal des Isthmus verschiedene
Signale erhalten oder ein Signal nicht erhalten. Fir diesen Zweck gibt es luminal vom Isthmus
das EGF-Signal, welches dafiir sorgt, dass die Mukuszellen der Foveola unterschiedliche
Eigenschaften auspragen im Vergleich zu den Mukuszellen im Hals der Driise, welche kein
EGF-Signal erhalten. Die luminalen Mukuszellen pragen Muc5ac und die Halsmukuszellen
Muc6 aus (Wolffling et al., 2021). Genau diese Verteilung der Muc-Gene bewirkt das EGF-
Signal oberhalb des Isthmus (W0lffling et al., 2021), wodurch es auch den Isthmus als Nische
begrenzt.

Unterhalb des Isthmus ist das schwachere EGF-Signal der adequate Reiz fir die Hauptzell-
und Parietalzelldifferenzierung (Wolffling et al.,, 2021). Das EGF-Signal zeigt einen
abnehmenden Gradienten von luminal zu basal (siehe Abb. 14). Woélffling et al. (2021) konnten
zunachst anhand humaner Organoide EGF als wichtigen Kulturfaktor identifizieren, jedoch
beinhaltet ihre Studie nicht die Ursprungszelle des EGF-Signals in vivo. Der Gradient
impliziert, dass die EGF-Quelle in der Lamina propria luminal auf Héhe der Foveola unterhalb

des Epithels liegen muss.
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Abb. 13 Der Gradient von EGF, Noggin und BMP

in einer Corpusdriise

(Wolffling et al., 2021)

Abbildung 13 zeigt die schematische Darstellung einer
Magendrise. Luminal in gelb dargestellt sieht man
Oberflachenepithelzellen und darunter den Isthmus mit

rot dargestellten proliferierenden Zellen, hell-lila dargestellten
Parietalzellen und blau dargestellten Nebenzellen. Im
unteren Drisenbereich sieht man dunkel-lila dargestellte
enteroendokrine Zellen und beige dargestellte Hauptzellen
mit Granula. Um die Drise herum befindet sich eine Lamina
propria und am Driisenboden eine Lamina muscularis
mucosae, welche Granula gefullt mit Noggin sezerniert.
Ebenso wird von luminal nach basal ein EGF- und BMP-
Gradient gezeigt und von basal nach luminal ein Noggin-
Gradient.

Neben EGF sind Wnt3a und Rspo1 wichtige Komponenten fur die Formation wvon
Antrumorganoiden (Hayakawa et al., 2015), welche bereits teilweise bekannte
Nischenkomponenten aus dem Darm sind.

Im Antrumisthmus ist der Frizzled-Rezeptor ausgepragt, der einer der Corezeptoren fir Wnt
ist (Sigal et al., 2017). Wnt-Signalisierung in diesem Bereich ware naheliegend, obwohl die im
Isthmus liegenden Stammzellen, markiert durch eR1 und Bmi1, bisher nicht mit Wnt in

Verbindung gebracht wurden. Auf3er im Antrumisthmus wurde auch noch der Wnt-
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Signalhemmer Rnf43 im Antrumboden gefunden, wo bekannte Wnt-rezeptive Zellen mit Lgr5
und Axin2 sitzen (Sigal et al., 2017).

Obwohl noch nicht genau klar ist, welches Wnt im Antrum wirken kdnnte, wei3 man schon,
dass als Agonist fur Wnt Rspo3 aus der Lamina muscularis mucosae kommt (Sigal et al.,
2017). So wie es im Magen auch die Pdgfra™ Telozyten gibt, existieren in der Magenmukosa
auch Pdgfra® Zellen (Tamura et al., 2021), welche vielleicht die Wnt-sezernierende Funktion
Ubernehmen, wie es auch Pdgfra®® Stromazellen im Darm machen.

Gerade im Bereich des Antrums wurde das sehr viel Sinn ergeben, weil dort unteren
Drisendrittel Stammzellen mit Axin2 und darunter LgrS sitzen. Axin2 und Lgr5 als Wnt-
Zielgene sind dafir ein guter Indikator.

Ein weiterer Zelltyp aus der Lamina propria, der bekannt ist flr seinen Einfluss auf das
Verhalten von epithelialen Stammzellen, sind die Cxcr4* angeborenen lymphatischen Zellen
(ILC) (Hayakawa et al., 2015b). Diese ILCs sind in der Lage das nicht-kanonische Wnt5a zu
produzieren. Wnt5a signalisiert den Stammzellen unter physiologischen Bedingungen den
Verbleib als Stammzelle. Die ILCs entstammen als lymphatische Zellen der
hamatopoetischen Reihe und sind dementsprechend eingewanderte Zellen. Zudem besitzen
sie auch die Fahigkeit bis in das Magenepithel einzuwandern und damit direkten Kontakt zu
den dort ansassigen Zellen zu haben (Hayakawa et al., 2015b). Einen Enhancer-Effekt auf
besagte ILCs haben Cxcl12* Endothelzellen (Hayakawa et al., 2015b). In ihrer Anwesenheit
produzieren die ILCs verstarkt Wnt5a (Hayakawa et al., 2015b). Eine Ubersignalisierung von
Whntba flhrt zu Diffuse-type Gastric Cancer (DGC) und zeigt damit aber auch das Potential
als Nischenfaktor, denn die Entwicklung von DGC zeigt die proliferationsférdernde Kapazitat

eines erhohten oder entgleisten Wnt5a-Signals.
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(Hayakawa et al., 2015b)

Abbildung 14 zeigt die schematische Darstellung von einer
Magendrise aus dem Corpus und verschiedene Formen der
Entartung dieser Drlse. Links ist die gesunde Driise abgebildet.
Rechts oben zeigt die Driise nach Mutation des Kras-Gens, wobei
die Drise eine Transdifferenzierung zu einer darmkrypten-
ahnlichen Struktur durchmacht. Diese Transdifferenzierung wird
intestinale Metaplasie genannt. Rechts mittig wird gezeigt, dass
diese Metaplasie bei Notch-Uberaktivierung und Verlust des
Apc-Gens zu intestinalem Typ Krebs entartet. Rechts unten wird
die Konsequenz einer Entziindung im Isthmusbereich gezeigt.
Dabei erhéht sich die Zahl der GefalRe und ILCs im Isthmus, wodurch
die Stammzellen proliferieren und zu Adipozyten differenzieren.
Dies wird hier als Diffuse Type Cancer aufgefihrt.

Sonic-Hedgehog ist ein Signal im Magen mit unterschiedlichen Charakteristika, da es nicht
nur im Bindegewebe sezerniert wird, sondern auch in Parietalzellen (Katoh und Katoh, 2005;
Donnelly et al., 2014) und unterschiedliche Funktionen einnimmt. Proliferation von Zellen in
Epithel

Hedgehog-Signals (Donnelly et al.,

und Bindegewebe sowie Parietalzelldifferenzierung sind die Effekte eines
2014; Bartfeld und Koo, 2017;; Xiao und Zhou, 2020). In
einer Studie hat man herausgefunden, dass Fibroblasten von eingewanderten Stammzellen

(MSC) aus dem Knochenmark abstammen (Donnelly et al., 2014). MSCs werden von einem
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TGFB-Signal dazu angeregt den Liganden Sonic Hedgehog zu produzieren. Gepaart mit einer
Gastritis, einer chronischen Entziindung, fihrt das Hedgehog-Signal zu einer Differenzierung
der MSCs zu Fibroblasten (Donnelly et al., 2014). Bei der Arbeit von Donnelly et al. wurde
keine spezifische Magenregion genannt, in der diese Ergebnisse beobachtet wurden, jedoch
beschrieben sie, dass die Sekretion von Hedgehog in Kombination mit einer Entziindung zu
der Proliferation von CD44" Zellen im Bereich des Isthmus fuhrte. CD44 ist ein R-catenin-
Zielgen (Donnelly et al., 2014), welches eine Verbindung mit Wnt-sensiblen Zellen, wie den
Lgr5" Stammzellen des Antrums, zulasst.

Die Rolle von Sonic-Hedgehog in der Stammzellhomdostase des Magenepithels ist noch nicht
prazise genug erforscht, jedoch weil® man, dass Hedgehog nicht nur einer Quelle entstammt
und dass es zu Proliferation in Bindegewebe und Epithel fiihren kann, sowie Differenzierung
in den Drisen anregt. Der scheinbar entscheidende Faktor dafir welchen Effekt das
Hedgehog-Signal hat, ist der Ursprung des Signals. Kommt das Signal aus dem Epithel, so
wirkt es proliferativ auf das Bindegewebe und differenzierend auf das Epithel (Katoh und
Katoh, 2005; Donnelly et al., 2014). Kommt Sonic-Hedgehog aus dem Bindegewebe wirkt es
ausschlieBYlich proliferativ auf das Epithel (Donnelly et al., 2014)

4.3 Die Stammzellnische im Epithel

4.3.1 Der Darm als Vorbild

Nachdem der Einfluss vom Bindegewebe des Magens auf die Stammzellnische betrachtet
wurde, miussen auch die Zellen des Epithels auf ihren Beitrag zur Nische untersucht werden.
Um zu verstehen welche Signale erwiesenermalien wichtig sind fir die Steuerung des
Stammzellverhaltens, wird zunachst wieder der Darm betrachtet.

Die Lgr5* Stammzellen des Darms, die am Kryptenboden liegen, liegen dort nicht alle
nebeneinander gelagert, sondern befinden sich jeweils zwischen zwei Paneth-Koérnerzellen.
Paneth-Kdrnerzellen sezernieren a-Defensine, Lysozyme und generell antimikrobielle Peptide
(Ldllmann-Rauch). Als Beitrag zur Stammzellnische sezernieren sie vor allem kanonisches
Wnt3 und pragen Notch-Liganden DLL1 und DLL64 auf ihrer Zelloberflache aus (Clevers,
2013). Zudem wird von ihnen auch EGF und TGFa sezerniert (Clevers, 2013).

Die Lageposition der Paneth-Kdrnerzellen begrenzt die Nische in ihrer Entfaltung, da die letzte
Stammzelle der Krypte auf der +4 Position liegt. Dies ist vornehmend auf das Notch-Signal

zuruckzufihren, da das Notch-Signal kein Botenstoff ist, der parakrin oder autokrin
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weitergegeben wird, sondern Uber punktuelle Zell-Zell-Kontakte tbertragen wird, also Zell-
autonom wirkt.

Dadurch dass sowohl der Notch-Rezeptor als auch der Ligand an die jeweilige Zellmembran
gebunden sind, limitiert Notch die Ausbreitung der Nische (Clevers, 2013). Geht der Kontakt
zum Notch-Signal verloren durch Migration der Stammzelle fihrt das zur Differenzierung.

Ein weiterer Grund fir die lokale Limitierung der Nische ist, dass die Paneth-Kdrnerzellen zur
Differenzierung gezwungen werden. Paneth-Kdrnerzellen werden ebenso wie alle anderen
Zellen des Darmepithels von den Stammzellen hervorgebracht. lhre Differenzierung wird
durch einen fehlenden Notch-Kontakt ausgeldst, jedoch sind die Paneth-Kérnerzellen
weiterhin Wnt-rezeptiv.

Damit der Kryptenboden und somit die Nische nicht expandiert, bauen die

E3-Ligasen, die von den Wnt-Zielgenen Rnf43 und Znrf3 codiert werden, den Fz-Rezeptor fiir
das Wnt-Signal ab, was weitere Proliferation verhindert (Clevers, 2013).

Was die Paneth-Koérnerzellen weiterhin am Kryptenboden verankert, ist eine Wechselwirkung
zwischen dem EphrinB-Rezeptor (EphBR) und dem EphrinB-Ligand (EphB), bei der sich
Ligand und Rezeptor abstolen.

Paneth-Kdrnerzellen pragen das Wnt-Zielgen EphB3 aus, welches dafir sorgt, dass
Paneth-Kérnerzellen in Richtung des Bodens gedruckt werden, wahrend der Ligand EphB1,
derin TACs und weiter differenzierten Zellen ausgepragt wird, dafir sorgt, dass solche Zellen
in Richtung der Villusspitze abgestolien werden (Clevers, 2013). Je weiter differenzierende
Zellen migrieren mussen, desto mehr EphB1 pragen sie auf ihrer Zelloberflache aus.
Paneth-Kdérnerzellen nehmen somit eine sehr umfassende und wichtige Funktion in der
Stammzellnische der Darmstammzellen ein und sind entsprechend als Nischenzellen

anzusehen.
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4.3.2 Kandidatenzellen fur Nischenbeteiligung im Magenepithel

Im Magen gibt es keinen Zelltyp, der solch eine Vielfalt von regulativen Funktionen als
Nischenzelle einnimmt wie die Paneth-Kornerzelle in der intestinalen Krypte. Der Ursprung
einzelner Signale im Epithel kbnnte somit ein Faktor fir die Verteilung der Stammzellen in den
Drisen des Magens sein. Wahrend im Darm nur eine Stammzellnische existiert, sitzen
vermutlich verschiedene Stammzellen des Magenepithels in unterschiedlichen Abschnitten
der Drusen.
Entlang der Drise missen Parietalzellen, enteroendokrine Zellen, Muc6* Mukuszellen und
Hauptzellen auf ihren Nischenbeitrag untersucht werden.
Die Zelle mit der meisten Nischenbeteiligung ist die Parietalzelle.
Sie ist als Quelle der Signale Sonic-Hedgehog und BMP4 bekannt (Bartfeld und Koo, 2017)
und kann damit den Stammzellen in ihrer Nahe ein Differenzierungssignal geben (Katoh und
Katoh, 2005; Wolffling et al., 2021).
Eine Regulationsmoglichkeit des BMP-Signals in den Parietalzellen besteht darin, dass
Parietalzellen den Cck2-Rezeptor auspragen, welcher nach Gastrinstimulation in der Lage ist
das BMP2-Signal zu dampfen (Hayakawa et al., 2015). Dies ist insofern relevant, da BMP2
und BMP4 haufig assoziierte Signale sind und somit ein ahnlicher regulativer Effekt von
Gastrin auf BMP4 nicht auszuschlieRen ware (Zhang und Que, 2020).
Notch ist ein Signal, das in Corpus und Antrum benétigt wird fir Stammzellerhalt und -
proliferation (Demitrack und Samuelson, 2017). Wahrend im Darm bekannt ist, dass Notch-
Liganden von Paneth-Kérnerzellen ausgepragt werden, ist noch nicht erforscht welche Zellen
im Magen das Notch-Signal im Magen bereitstellen. Da das Notch-Signal fir seine Wirkung
direkten Kontakt zur Stammzelle haben muss und da das Signal entlang der gesamten Druse
in Corpus und Antrum gefunden wurde (Hayakawa et al., 2015b; Kim und Shivdasani, 2016;
Bartfeld und Koo, 2017), sollte das Notch-Signal von einer Zelle stammen, die sich in allen
Bereichen befindet, wo man Stammzellen vermutet.
Die Parietalzelle erfiillt dieses Kriterium, da sie in Isthmus, Hals und Boden zu finden ist und
deshalb an jedem Ort den benachbarten Stammzellen das Notch-Signal Gbermitteln kénnte.
Neben den biochemischen Einflissen der Parietalzellen auf die Stammzellen des
Isthmus, haben Parietalzellen zusatzlich einen physischen Beitrag zur Stammzellnische zu
leisten. Weil sie nicht nur im Drisenhals und in geringerem Ausmalf im Drisenboden zu
finden sind, sondern auch vereinzelt im Isthmus (Wolffling et al., 2021), kénnen diese im
Isthmus ansassigen Parietalzellen eine physische Barriere fiir die Stammzellen bilden und
verhindern dadurch laterale Expansion der Stammzellen nach Teilung. Das Resultat dieser

Blockade ist die Limitierung von Platz in der Nische, was die Stammzelltéchter zur Migration
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aus der Nische forciert nach luminal oder basal und ihre fortschreitende Differenzierung
beglnstigt (Han et al., 2019).
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Abb. 15 Die Parietalzelle als physische Barriere

(Han et al., 2019)

Abbildung 15 zeigt einerseits die schematische Darstellung einer Magendrise und andererseits einen
Horizontalschnitt durch den Isthmus dieser Druse darunter. Die einzelnen Zonen der Druse sind links
aufgeflhrt mit jeweiligen Markern, die charakteristisch fiir die Zone sind. Rechts neben dem Isthmus ist
gekennzeichnet, dass dort die hauptsachliche Teilungsaktivitat in der Drise stattfindet (roter Pfeil).
Darunter ist gekennzeichnet, dass sich die Reservestammzellen aus dem Drisenboden selbst
erneuern koénnen (blauer Pfeil). Der Horizontalschnitt durch den Isthmus zeigt wie sich
Stammzelltéchter nach

Teilung im Isthmus verbreiten kdnnen ohne die Parietalzelle als physische Barriere und wie sie gestoppt
werden von freier Ausbreitung mit anwesenden Parietalzellen. Parietalzellen im Isthmus blockieren also
die laterale Expansion der Stammzellen im Isthmus und zwingen sie so aus der Nische nach luminal
oder basal.
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Die besondere Funktion der Parietalzelle wird auch deutlich, wenn man Experimente
betrachtet, bei denen untersucht wurde, was in der Corpusdrise, passiert, nachdem
Parietalzellen durch Behandlung mit Tamoxifen oder DMP-777 abgetdtet wurden (Leushacke
et al., 2017; Choi et al., 2018). Sinn und Zweck dieser Experimente war nicht zwangslaufig
das Ermitteln der Nischenfunktion der Parietalzellen, sondern die Simulation einer
Helicobacter pylori Infektion in der Driise. Dennoch kann man aus diesen Experimenten einige
Schlusse ziehen unabhangig von den Effekten der Infektion, da das Abtoten der Parietalzellen
in den Drisen zur Entwicklung von SPEM fihrte (Yoshioka et al., 2019). Das Auftreten einer
solchen Metaplasie zeigt einen Verlust des homoostatischen Stammzellverhaltens. Daraus
kann abgeleitet werden, dass Parietalzellen essentiell sind fir den Erhalt des gesunden
Drusenstadiums. Analog zu diesen Beobachtungen konnte ahnliches im Darm bei Verlust der
Paneth-Kdrnerzelle festgestellt werden. Bei einem Deletionsexperiment konnten Parry et al.
(2013) feststellen, dass die Krypten bei Paneth-Kdrnerzellverlust zu Grunde gehen. Das
Entfernen der Paneth-Kérnerzellen erfolgte durch Deletion des R-catenin-Gens, welches fir

das Uberleben der Paneth-Kérnerzellen notwendig ist.

Neben der Parietalzelle als Kandidatenzelle fur Nischenbeteiligung gibt es auch noch die
enteroendokrinen Zellen. Nicht alle im Magen bekannten endokrinen Zellen haben jedoch
einen Einfluss auf Stammzellen. Lediglich einer der Stammzellmarker, die weiter oben
besprochen wurden, zeigt eine Beziehung zu einem Typ der enteroendokrinen Zellen.
G-Zellen stellen das Hormon Gastrin, sowie seine Vorstufe Progastrin her, welche an den
Cck2-Rezeptor binden. Dieser Rezeptor markiert Stammzellen an der Position +3 bis +7 des
Antrums (Hayakawa et al, 2015). Fur diese Stammzellen ist Progastrin ein
Proliferationssignal (Xiao und Zhou 2020), weshalb dieser endokrine Zelltyp als Teil der
Nische in Frage kommt.

Das Progastrin-Signal ist dabei ein férderndes Signal, welches die Proliferation begiinstigt,
indem es die Auspragung des Rspo-Rezeptors Lgr5 steigert, was wiederum ein verstarktes

Whnt-Signal zulasst (Hayakawa et al., 2015).

Nebenzellen aus dem Hals, welche durch Muc6 markiert sind, sind wie Parietalzellen an der
Sekretion von Sonic-Hedgehog beteiligt (Katoh und Katoh, 2005). Damit tragen sie auch zu
der Differenzierung der Stammzellnachkommen bei, sobald diese in den Driisenhals migriert

sind.
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Abb. 16 RSPOs im Driisenepithel

(adaptiert von Wilhelm et al., 2017)

Abbildung 16 zeigt die schematische Darstellung einer Magendrise mit
nebenstehenden Gradienten von Rspo1 und 2. In blau ist der Driisenboden
gekennzeichnet, in rot der Isthmus und die Foveola. Rechts neben der
Drise wird der Differenzierungsprozess der Isthmusstammzellen vereinfacht
dargestellt. Gezeigt wird, dass Stammzellen die in Richtung der Foveola
differenzieren eine kirzere Lebenszeit haben als diejenigen, die in
Richtung des Drusenbodens differenzieren. Aulerdem sind drei vereinzelte
Stammzellen (SZ) in der Drise abgebildet, welche sich im Isthmus und
Drisenboden befinden.
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Hauptzellen sind hingegen Epithelzellen, denen bisher keine Nischenfunktion zugeordnet
werden konnte, was jedoch damit zusammenhangen kann, dass Troy markierte Hauptzellen

zu Stammzellen transdifferenzieren kénnen und somit nicht inre eigene Nische bilden.

In einer Studie von Wilhelm et al. (2017) wurde erlautert, dass es auch eine epitheliale
Rspo-Expression gibt und zwar im Bereich des Driisenhalses und Drisenbodens (Abb. 16).
Welche Rolle epitheliale Rspos in der Nische spielen und ihre Herkunft missen fir ein

besseres Verstandnis der Stammzellen im Magenepithel ermittelt werden.
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5. Diskussion

Nachdem in 4.1 diverse potentielle Stammzellmarker vorgestellt wurden, gilt es diese anhand
ihrer Charakteristika zu bewerten, sie 6rtlich einzuordnen und Uberschneidungen zu anderen
Markern auszuschlieen. Im Antrum hat man die mdglichen Stammzellmarker Lgr5, Lrig1,
Bmi1, Sox2, Axin2, Cck2r und eR1 identifiziert und im Corpus Mist1, eR1, Bmi1, Lrig1, Sox2
und Troy.

Die zu bewertenden Charakteristika sind vor allem die Fahigkeit Organoide zu bilden, diese
fur lange Zeit zu erhalten, auf Verletzung oder Entziindung der Drise mit Proliferation zu
reagieren, sowie die Drise unter physiologischen Bedingungen zu erhalten.

Daran anknupfend wird diskutiert welche Signale aus der Stammzellnische die Stammzellen
zum Selbsterhalt oder zu Differenzierung der Tochterzellen bewegen.

Zuletzt wird die Methodik der hier behandelten Studien bewertet und wie aussagekraftig die
einzelnen Versuche und Modelle sind in ihrem Bezug auf die physiologische Situation im

Menschen.

5.1 Was sind die tatsachlichen Stammzellmarker unter physiologischen
Bedingungen und welche zeigen eine erhohte Wahrscheinlichkeit von
Uberschneidung oder Coexpression?

Im Antrum wird zuerst der Stammzellmarker Lgr5 betrachtet. Lgr5* Stammzellen wurden in
unterschiedlichen Organen gefunden wie dem Intestinum oder der Mamma. Dieser Fakt allein
ist jedoch nicht Uberzeugend genug dafir, dass Lgr5 auch Stammzellen im Antrum des
Magens markiert. Um die Stammzellqualitaten einer Zelle zu Uberprifen, kann man versuchen
mit der isolierten Zelle und den richtigen Kulturbedingungen Organoide zu generieren. Fir die
Generierung von Corpusorganoiden werden keine Lgr5* Zellen benétigt, im Gegenteil sie
tauchen sogar im spateren Verlauf der Organoidgenese auf, was ein Abstammungsverhaltnis
zu einer anderen Stammzelle im Corpus nahelegt (Leushacke et al., 2017; Xiao und Zhou,
2020).

Ihre Rolle fur den langfristigen Erhalt der Druse ist daher automatisch relativiert zu betrachten.
Axin2* Stammzellen kénnen Lgr5* Zellen hervorbringen (Sigal et al., 2017). Somit besteht ein
Abstammungsverhaltnis zwischen Axin2* und Lgr5* Zellen, wobei Axin2* Zellen die
Stammzellen sind. Aul3erdem ist Axin2 auch in den Lgr5 markierten Zellen ausgepragt (Sigal
etal., 2017), wie auch in 4.1.9 illustriert. Es ware durchaus zu vermuten, dass Lgr5 nicht bona

fide Stammzellen markiert, sondern Progenitoren oder TACs der Axin2* Stammzellen. Was
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fur die Rolle Lgr5* Zellen als TACs spricht ist, dass sie sich nahezu taglich teilen und jede

differenzierte Zelle der Antrumdrusen hervorbringen (Mills und Shivdasani, 2011).

Axin2 markiert Zellen in der Position +3 bis +7 in den, wobei sich im Schnitt 1,8 bis 1,3 Axin2*
Zellen in einer einzelnen Driise befinden (Sigal et al., 2017), und zeigt in dieser Position
teilweise Uberschneidung mit Lgr5 und Cck2r, ein Marker der im folgenden diskutiert wird.
Was Axin2 gegenuber diesen beiden anderen Markern hervorhebt, ist dass, beobachtet
werden konnte, dass Axin2* Zellen Organoide bilden und aufrechterhalten koénnen fir
mindestens zwei Monate (Sigal et al., 2017).

Auch nach Eliminierung der Lgr5 positiven Zellen mit Diphterie Toxin konnten Axin2*/Lgr5
Zellen die verlorenen Zellen wieder hervorbringen und so ihr regenertatives Potential unter
Beweis stellen (Sigal et al., 2017).

Ob Axin2 Stammzellen im humanen Antrum markiert, ist noch nicht vollends geklart. Der
humane Wnt-Signalverstarker Rspo hatte jedoch im murinen Modell in vivo den Effekt die
Proliferation von Axin2* Zellen zu verstarken (Sigal et al., 2017). Dies lasst die Annahme zu,
dass auch im Menschen Axin2* Zellen Stammzellen markiert, welche unter physiologischen
Bedingungen die Driise erhalten.

All diese Argumente zusammengenommen sind Uberzeugend dafiir, dass Axin2* Zellen die
Stammzellen des Antrums sind. Ob sie jedoch die einzigen Stammzellen, die in antralen

Drisen zu finden sind, sind, wird in den folgenden Abschnitten untersucht.

Ein weiterer Stammzellmarker der hierbei auffallt, ist Cck2r, da er ebenso wie Axin2 nur Zellen
im Antrum markiert und das auch in der Position +3 bis +7 (Hayakawa et al., 2015), in genau
der Position, wo sich auch Axin2* Stammzellen befinden (Sigal et al., 2017). Neben dieser
auffalligen Positionierung wird das Wnt-Signal, fir das Axin2* Stammzellen sensibel sind,
durch ein Rspo-Signal stabilisiert (Wilhelm et al., 2019), welches wiederum durch die Bindung
von Progastrin an Cck2r verstarkt wird. Cck2r ist selbst kein Wnt-Zielgen, Axin2 jedoch schon.
Demnach muss Cck2r eine Wnt-rezeptive Stammzelle markieren, die an der beschriebenen
Position liegt und das lasst nur den Schluss zu, dass Cck2r die Axin2* Stammzellen markiert
und damit die Axin2* und Cck2r* Stammzellen als eine Entitdt angesehen werden kdnnen.

Diese Schlussfolgerung muss aber experimentell via in vitro Costaining oder FACS-Sorting
bestatigt werden. Ob Cck2r* Zellen eine eigene Stammzellpopulation darstellen, ist
fragwurdig. Sie zeigten ein erhdhtes Potential zur Organoidsynthese als sie Lgr5 verstarkt

auspragten, weshalb eine Uberschneidung mit den Lgr5* Stammzellen eine Méglichkeit ist.
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Somit ist Cck2r moglicherweise nicht geeignet als definitiver Marker von Stammzellen, da
Cck2r sowohl in Stammzellen als auch TACs ausgepragt werden kann

Von Sox2*" Stammzellen konnten Hayakawa et al. 2015 die Cck2r* Stammzellen aber definitiv
abgrenzen und Yoshioka et al. konnten auch 2019 eine Uberschneidung mit Bmi1*
Stammzellen ausschlielien, da Bmi1* Stammzellen oberhalb der typischen +4 Position der
Cck2r* Zellen in Position +5 bis +8 sitzen und Ki67 zu 71% auspragen im Vergleich zu 30% in
Cck2r* Zellen.

Diese beiden Populationen zeigten also sehr unterschiedlich starkes Proliferationsverhalten.
Jedoch muss man im Kopf behalten, dass solch ein Unterschied auch durch diverse Faktoren

beeinflusst sein kann.

Lrig1 ist als Stammzellmarker wenig Uberzeugend. Das weitlaufige Auftreten von Lrig1* Zellen
entlang der Drisenachse ist untypisch fir Stammzellen, da eine solch breite Nische die Driise
quasi funktionslos machen wirde. Auch dass Lrig1 in Parietalzellen, sowie proliferativen
Zellen ausgepragt ist (Choi et al, 2018), zeigt, dass der Marker Lrig1 als
Alleinstellungsmerkmal fir Stammzellen nicht geeignet ist.

Die Wahrscheinlichkeit, dass Lrig1* Stammzellnachkommen in Form von Progenitoren und
TACs markiert und sich als Marker bis in das differenzierte Stadium halt, steigt durch die
Verbindungen, die gemacht wurden (Choi et al., 2018; Schweiger et al., 2018), von Lrig1 zu
Sox2* Stammzellen, Parietalzellen, Tff2* Mukuszellen und Lgr5* Zellen im Corpus. Im Antrum
hingegen fehlen bisher noch ausreichend Forschungsergebnisse, um qualitative Aussagen zu
der potentiellen Stammzellrolle von Lrig1* Zellen treffen zu kénnen. Die Verbindungen von
Lrig1 zu genannten Zellen missen jedoch noch bestatigt oder negiert werden. Diese
Unsicherheit bezlglich ihres Status als Stammzelle, lasst Lrig1™ Zellen nach heutigem

Wissensstand nicht als bona fide Stammzellen erscheinen.

Die Sox2* Zellen haben hingegen einige uberzeugende Stammzellcharakteristika
vorzuweisen. Sox2 ist ein Marker, der auch wahrend der Entwicklung eine wichtige Rolle in
der Magenbildung spielt und kaum Uberschneidung mit anderen potentiellen
Stammzellmarkern, aufder vielleicht mit dem fragwtrdigen Marker Lrig1 zeigt (Choi et al.,
2018). Andere Uberschneidungen von potentiellen Stammzellmarkern in den Sox2*
Stammzellen wurden bisher noch nicht festgestellt und konnten teilweise sogar
ausgeschlossen werden.

So weild man, dass die Lgr5" Zellen im Drisenboden des Antrums keine gemeinsame
Auspragung mit Sox2* Stammzellen zeigen (Arnold et al., 2011). Sox2* Stammzellen sind

bekannt daflir, dass sie sich im unteren Drisendrittel in Antrum und Corpus befinden (Choi et
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al., 2018). Im Antrum sitzen sie damit ungefahr in einer Position von +1 bis +7, da dartber
bereits der untere Isthmus beginnt (Sigal et al., 2017). Eine Studie von Arnold et al. (2011) hat
eine Uberschneidung von Sox2 mit dem Marker Lgr5 mittels immunhistochemischer Farbung
ausgeschlossen. Damit kann ausgeschlossen werden, dass sich Sox2* Stammzellen am
Driisenboden zwischen Position +1 und +3 befinden, da sich dort die Lgr5* Zellen befinden.
Hayakawa et al. (2015) haben des Weiteren eine Uberschneidung mit Cck2r
ausschlieBen konnen. Unter der Annahme, dass Cck2r ein weiterer Marker der Axin2*
Stammzellen im Antrum ist, kann man ableiten, dass sich evtl. die Sox2* Stammzellen neben
den Axin2* Stammzellen im Bereich +4 bis +7 befinden.
Neben keiner erwiesenen Uberschneidung mit anderen Markern besitzen Sox2* Zellen die
Fahigkeit sowohl im Antrum als auch im Corpus die gesamte Drise nach
Tamoxifenbehandlung zu regenerieren und sie sind auch bis zu 22 Monate nach
Tamoxifengabe noch erhalten (Arnold et al., 2011). Die Teilungsrate ist im Antrum jedoch
ungefahr doppelt bis dreifach so hoch wie im Corpus, da im Antrum Sox2* Zellen wesentlich
schneller jede Zelle der Driisen hervorbringen konnten (Arnold et al., 2011).
Dass Sox2 positive Zellen unter physiologischen Bedingungen fiir den Erhalt von
Antrumdrisen durch homdostatische Teilungsaktivitat sorgen (Choi et al., 2018), ist
zusammengenommen mit den vorangegangenen Argumenten der Grund, weshalb Sox2*

Zellen im Antrum als Stammzellen anerkannt werden sollten.

Bmi1* Zellen sind ebenso wie Sox2* Stammzellen in Corpus und Antrum ausgepragt (Xiao
und Zhou, 2020). Im Antrum sitzen sie im Isthmus zwischen Position +5 und +8 der Drise
(Yoshioka et al., 2019). Nach den Beobachtungen von Karam und Leblond (1993a), dass sich
Stammzellen im Isthmus aufhalten, ist dies ein Stammzellindiz. Ob Bmi1* Stammzellen nicht
auch von anderen Stammzellmarkern gekennzeichnet wird, steht in Bezug auf den
Stammzellmarker Axin2 noch in Frage. Deren Uberschneidung wurde noch nicht tiberpriift,
aber die unterschiedliche Positionierung innerhalb der Antrumdrisen Idsst eine
Uberschneidung der beiden Marker vorerst nicht sehr plausibel wirken. Eine Coexpression mit
Lgr5 im Antrum und im Corpus, sowie eR1 wurde klar ausgeschlossen (Yoshioka et al., 2019).
Im Antrum fand man ebenfalls keine gemeinsame Auspragung von Bmi1 mit Troy oder Lgr5
vor (Yoshioka et al., 2019).

Sie haben eine recht hohe Proliferationsrate, was durch die hohe Auspragung von
Ki67 mit 57% nachgewiesen werden konnte (Yoshioka et al., 2019). Auch wenn eine hohe
Proliferationrate gegen die allgemeine Stammzelldefinition spricht, welche besagt, dass
Stammzellen wenig teilende Zellen sind, so hat doch Hans Clevers (2013) dagegen

argumentiert. Lgr5* Stammzellen in den Darmkrypten haben auch hohe Proliferationsraten
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und er bewies, dass sie Stammzellen sind. Die erhohte Proliferationsrate wird dadurch zu
erklart, dass sowohl der Magen als auch der Darm Epithel auspragt, welches in hoher Rate
konstant erneuert werden muss und die Stammzellen beider Gewebe an diese hohen
Anforderung angepasst sein mussen.

Aulerdem zeigten Yoshioka et al. (2019) in ihren Experimenten, dass bei Verlust der
Bmi1* Zellen die Funktionsfahigkeit von der Lamina epithelialis des Magens kompromittiert ist.
Als Reaktion auf Verletzung zeigen Bmi1* Zellen jedoch die Transdifferenzierung zu SPEM,
was den Schluss nahelegt, dass sie nicht als Reservestammzellen, die nach Verletzung
aktiviert werden, in Frage kommen. Eine homd&ostatische Funktion ist somit das Einzige, was
ihre Existenz begriinden kann.

Dafiir spricht, dass Bmi1* Zellen alle differenzierten Zelltypen des Antrums und des
Corpus hervorbringen kénnen, wie in Organoidkulturen bewiesen werden konnte (Yoshioka
etal., 2019). Unter physiologischen Bedingungen ist es vorstellbar, dass die Tochterzellen der
Bmi1* Zellen bidirektional Richtung Driisengrund und Foveola migrieren und so das
Drisenepithel erhalten. Somit kénnen Bmi1* Stammzellen als ein essentieller Teil der Drisen

angesehen werden.

Laut Matsuo et al. (2017) findet man eR1* Zellen im Antrum im Isthmus, wo diese in besagter
Studie als Stammzellen identifiziert werden. Dass eR1 angeblich Stammzellen markiert,
wurde auch von Nienhlser et al. (2021) festgehalten. Jedoch findet man im Darm eR1
gemeinsam ausgepragt mit Lgr5 (Chuang, Osato und Ito, 2020). Im Falle einer
Uberschneidung der Marker in den gleichen Zellen am Drlsenboden, kdnnte es sein, dass
eR1 neben Stammzellen im Isthmus des Antrum auch Progenitoren am Driisenboden
markiert. Uberschneidungen mit anderen Stammzellmarkern wurden nicht erfasst.

Hingegen wurden aber im intestinalen Kryptenboden auch eR1 markierte TACs gefunden
(Chuang, Osato und Ito 2020). Diese beiden Erkenntnisse lassen ein Modell zu, in dem eR1
nicht nur Stammzellen im Isthmus markiert, sondern auch deren Nachkommen am
Drisenboden. Ware das auch im Magen der Fall, wirde dies eR1 als Stammzellmarker
disqualifizieren, da man so anhand des Markers keinen eindeutigen Nachweis Uber die
Stammzellqualitat einer Zelle erbringen kann. Deshalb misste in eR1* Isthmuszellen noch ein
weiterer definitiver Stammzellmarker gefunden werden, der die Isthmuszellen von denen im
Driisenboden abgrenzt, und dann koénnten sie neben Bmi1* Stammzellen eine zweite
Stammzellpopulation im Isthmus darstellen. Eine Uberpriifung dieses Befundes ist jedoch

noch ausstehend.
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Zusammengefasst lassen die hier aufgefiihrten Argumente nur den Schluss zu, dass allein
Axin2, Sox2 und Bmi1 Stammzellen im Antrum des Magens markieren kbénnen. Das
Uberzeugendste Argument flr diese durch die Marker gekennzeichneten Zellen ist, dass sie
unter physiologischen Bedingungen die Drise erhalten, und damit die definitionsgetreue
Funktion von adulten Stammzellen Ubernehmen. Ebenso ist zu erkennen, dass die drei
Stammzellpopulationen nicht alle gleiche Aufgaben haben kénnten. Bmi1* Stammzellen im
Isthmus sind mdglicherweise nicht unbedingt an der Reparatur des Epithels nach Verletzung
so stark beteiligt, wie die beiden im Drisenhals sitzenden Stammzelltypen. Diese Beiden
zeigten nach Tamoxifenbehandlung eine starkere Aktivierung zum Wiederaufbau des Epithels
als Bmi1* Zellen.

Was diese drei Stammzellpopulationen gemeinsam haben, ist die Fahigkeit alle
differenzierten Zellen des Antrumepithels hervorzubringen. Wurden alle drei dies unter
physiologischen Bedingungen konstant tun, hatte man zwar ein recht sicheres System in
Bezug auf die Gefahr von Mutation und Entartung durch die Redundanz der Reproduktion der
differenzierten Zellen aus verschiedenen Stammzellpopulationen, jedoch ware es auch nicht
maximal effizient. Ein effizientes System ware gegeben, wenn die Nachkommen der
Stammzellen sich koordiniert differenzieren, sodass jede Stammzellpopulation fir einen oder
mehrere Typen von Zellen in den Antrumdrisen verantwortlich ist. Beispielhaft flr diese
Rollenverteilung ware, dass Bmi1* Zellen die Progenitoren fir die Epithelzellen der Foveola
hervorbringen aufgrund ihrer Lage im Isthmus und damit einhergehenden Nahe zur Foveola.
Ein weiteres denkbares Modell ware, dass nicht jede einzelne Stammzellpopulation auch in
jeder Driise vorhanden ist, sondern dass es Driisen gibt, die von Axin2* Stammzellen erhalten
werden oder eben von Bmi1* oder Sox2" Stammzellen. In diesem Modell wirde jede
Stammzellpopulation jede differenzierte Zelle der Antrumdrise hervorbringen. Jedoch ware
es in diesem Modell unklar welche Umgebungsfaktoren darliber entscheiden in welcher Drise
welche Stammzelle residiert oder ob dies kompletter Zufall ist.

Egal in welcher Konfiguration die Stammzellen tatsachlich im Antrum vorliegen, kann man mit
Uberzeugung sagen, dass die drei Marker Axin2, Sox2 und Bmi1 Stammzellen im Antrum des

Magens kennzeichnen.

64



Foveola Basallamina
Oberflachenepithelzelle
Nebenzelle

Isthmus
Stammazelle

Drisenhals
Enteroendokrine Zelle
Drisenboden

Abb. 17 Die Driise des Antrums und ihre Stammzellen

Abbildung 17 zeigt die modellhafte Darstellung einer antralen Magendriise mit ihren
Stammzellen, welche in blau besonders hervorgehoben sind. In den Stammzellen
sind ihre Marker eingetragen, sodass man zwischen ihnen unterscheiden kann. Die
Stammzellen sind in ihrem jeweils physiologischen Driisenabschnitt. Auf der linken
Abbildungsseite sind die Driisenabschnitte bezeichnet. Auf der rechten Seite befindet
sich eine Legende bezuglich der verschiedenen Zelltypen.
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Im Corpus hat man Mist1, eR1, Bmi1, Lrig1, Sox2 und Troy als potentielle Stammzellmarker
gefunden, deren Uberschneidung und Stammzellstatus es einzuordnen gilt. Wie auch im
Antrum missen die Fahigkeiten potentiellen Stammzellen Organoide zu produzieren, eine
Langlebigkeit in der Driise zu zeigen und unter physiologischen Bedingungen die Drise zu
erhalten untersucht werden, um eine qualitativ hochwertige Aussage Uber den

Stammzelistatus einer Zelle treffen zu konnen.

Mist1 ist ein Marker, der ausschliellich im Corpus des Magens ausgepragt wird. Die
Population, die im Isthmus residiert, ist mit groBer Wahrscheinlichkeit eine eigenstandige bona
fide Stammzellpopulation.

Diese These wird dadurch unterstiitzt, dass Mist1* Zellen im Isthmus keine Uberschneidung
mit anderen dort gefundenen potentiellen Stammzellmarkern wie eR1 und Bmi1 zeigt (Matsuo
et al,, 2017; Yoshioka et al., 2019). Zusatzlich besitzen die Mist1* Zellen die Fahigkeit
Organoide der Corpusdrisen in vitro hervorzubringen (Hayakawa et al., 2015b) und zeigen
eine Auspragung vom Proliferationsmarker Ki67, allerdings nur zu 0,2%, was sie besonders
macht, da die anderen Zellen, die als Stammzellen beschrieben wurden, wesentliche hohere
Ki67-Auspragung zeigten (Nienhuser et al., 2021; Matsuo et al., 2017).

Obwohl Hayakawa et al. (2015b) zeigen konnten, dass Mist1* Zellen an der Homdostase des
Epithels beteiligt sind, so sind sie eher ruhende Stammzellen. Dieses Verhalten der Zellen
entspricht der klassischen Stammzelldefinition.

Neben Mist1* Stammzellen im Corpusisthmus wird Mist1 auch am Drisenboden von Lgr5*
differenzierten Hauptzellen ausgepragt (Hayakawa et al., 2015b). Diese Mist1 markierten
Zellen sind keine Stammgzellen, sondern nur Mist1*/Lgr5- Zellen im Isthmus, da sie nach
Diphterietoxinbehandlung verschwinden und durch Lgr5 Zellen aus dem Isthmus wieder

hervorgebracht werden kénnen.

eR1 wurde noch nicht mit anderen potentiellen Stammzellmarkern gemeinsam ausgepragt
erfasst. Dies ist die aktuelle Faktenlage zu diesem Marker. Wie jedoch schon im Paragraphen
zu eR1 im Abschnitt (iber das Antrum erlautert wurde, gibt es eine positionelle Uberlagerung
von eR1* Zellen und anderen diskutierten Stammzellkandidaten. Im Corpus sind namlich eR1*
Zellen nicht nur im Isthmus, sondern auch am Drisenboden zu finden, wo sich auch Lgr5*
TACs befinden (Chuang, Osato und lto, 2020). Zudem zeigten die eR1* Zellen eine starke
Antwort auf die durch Tamoxifen induzierte Driisenschadigung, indem sie darauf mit starker
Proliferation reagierten und alle differenzierten Zelltypen der Corpusdriuse wieder
hervorbringen konnten (Chuang, Osato und Ito, 2020).

Fir die eR1* Zellen als Stammzellen spricht, dass sie Organoide in vitro hervorbringen kdnnen

und zumindest nach regenerativer Aktivitat ein Jahr lang beobachtet werden konnten und
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damit auch Langlebigkeit nachwiesen (Matsuo et al., 2017; Chuang, Osato, und Ito, 2020;
Nienhiser et al., 2021).

Wie sich eR1* Zellen unter physiologischen Bedingungen verhalten ist noch nicht ganz klar.
Es ist zwar erwiesen worden von Chuang, Osato und lto (2020), dass eR1* Zellen auf Wnt-
und Notch-Signale in Organoidexperimenten anspringen, aber zurzeit fehlen noch
experimentell fundierte Aussagen bezlglich des Verhaltens von eR1* Zellen in vivo.

Aus diesem Grund ist an dieser Stelle festzuhalten, dass eR1* Zellen durchaus den Eindruck
machen bona fide Stammzellen zu sein. Jedoch ist man mit dem Problem konfrontiert, dass
nicht unbedingt alle eR1* Zellen Stammzellen sein kdnnten, sondern zum Beispiel TACs am
Drisenboden in manchen Fallen. Wenn eR1 somit nicht ausschlieRlich Stammzellen markiert,
ist eR1 als Marker nicht geeignet und es muss ein anderer definitiver Stammzellmarker fir die
Zellen gefunden werden, die das oben aufgefihrte Verhalten zeigen.

Deshalb kann eR1 nichtin das Modell der Stammzellen im Corpus mit aufgenommen werden.

Bmi1* Zellen sind neben eR1* Zellen weitere Zellen, die bereits fiir das Antrum als
Stammzellen diskutiert wurden. Sie zeigen aber keine definitive Uberschneidung mit eR1
(Yoshioka et al., 2019). Bmi1* Zellen zeigten Langlebigkeit in vitro in Organoidversuchen,
sowie die Auspragung des Proliferationsmarkers Ki67 (Matsuo et al., 2017; Yoshioka et al.,
2019; Nienhuser et al., 2021). Eine Uberschneidung mit Mist1 konnte im Corpus von Matsuo
et al. (2017) aufgrund der hohen Proliferationsmarkerauspragung argumentativ
ausgeschlossen werden, da Mist1* Stammzellen nur zu 0,2% Ki67 und Bmi1* Stammzellen zu
57% Ki67 auspragen (Yoshioka et al., 2019), obwohl die Verteilung der eR1"und Bmi1*Zellen
in der Corpusdruse der Verteilung von Mist1* Zellen ahnelt.

Ansonsten fand man fir Bmi1* Zellen die gleichen Ergebnisse bezlglich ihres
Stammzellcharakters unter physiologischen Bedingungen im Corpus wie im Antrum, weshalb

sie auch im Corpus als Stammzellen zu betrachten sind.

Im Corpus fand man Lrig1* Zellen auch im Isthmus, aber diese wurden nicht als Stammzellen,
wie es ihr Fundort vermuten lassen kdnnte, sondern als Progenitorzellen identifiziert (Choi et
al., 2018). An der Drisenbasis wurde ebenfalls Lrig1 gefunden, was eine Coexpression von
Lrig1 und Troy dort theoretisch zulasst. Diese Theorie konnte bisher weder bestatigt noch
verworfen werden (Schweiger et al., 2018; Choi et al., 2018). Die Untersuchung von Lrig1 als
Stammzellmarker muss klarere und ausfuhrlichere Forschungsergebnisse hervorbringen, um
Lrig1 als Vorlauferzellmarker, Stammzellmarker oder Marker von TACs zu klassifizieren. Die
Ergebnisse der bisher durchgefiihrten Studien von dem potentiellen Stammzellmarker Lrig1

sind inkonklusiv und Lrig1* Zellen kénnen deshalb nicht vollends als Stammzellen anerkannt
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werden, obwohl sie in der Lage sind Organoide zu bilden und Langlebigkeit von Giber einem
Jahr zeigten (Schweiger et al., 2018; Choi et al., 2018). Organoidkulturen fehlen aber
moglicherweise inhibitorische Signale aus der Lamina propria und muscularis mucosae,
sodass es zu unterschiedlichen Ergebnissen kommt zwischen Organoidversuchen und in vivo
Versuchen.

Lrig1*™ Zellen haben also Stammzellpotential in vivo, aber tragen unter physiologischen
Bedingungen nicht zwangslaufig zum Erhalt des Drusenepithels bei, was sie als Stammzellen

disqualifiziert.

Sox2 ist ein Stammzellmarker, der bereits fiir das Antrum als Stammzellmarker erkannt wurde.
Fir den Corpus gelten die gleichen Ergebnisse. Sox2* Zellen zeigen keine Uberschneidung
mit anderen Stammzellmarker im Antrum und wurden im Corpus lediglich von Choi et al.
(2018) mit Lrig1 in Verbindung gebracht. Angesichts der Tatsache, dass Sox2 aber ein
Stammzellmarker ist, der bereits in der Entwicklung vorzufinden ist, kann man gleiches nicht
fur Lrig1 behaupten. Zudem ist Lrig1 auch noch in anderen Bereichen der Corpusdrise
ausgepragt als Sox2, da dieser Marker sich auf das untere Driisendrittel beschrankt, wahrend
Lrig1 auch im Isthmus zu finden ist (Choi et al., 2018). Diese beiden Marker sind somit nicht
gleichwertig und Sox2 scheint nach aktuellem Stand der Marker zu sein der ausschlieRlich
Stammzellen markiert.

Am Drisenboden findet man Hauptzellen, die durch Transdifferenzierung zu Stammzellen
werden kdénnen und nach Verletzung beginnen sich zu teilen. Diese Subpopulation von
Hauptzellen wird durch Troy markiert und gilt laut Stange et al. (2013) als Stammzelle. Obwohl
Troy* Zellen Corpusorganoide hervorbringen kénnen (Stange et al., 2013; Schweiger et al.,
2018), beteiligen sie sich kaum an der Epithelhombostase, weshalb sie lediglich als
Reservestammzellen angesehen werden koénnen. Stange et al. (2013) unterstitzten diese
Hypothese durch einen Versuch, bei dem sie Stammzellen des Isthmus durch 5-Fluoruracil

abtoteten, worauf der Anteil der aktiv proliferierenden Troy* Zellen von 3,2% auf 10,9% stieg.

Insgesamt erhalt man nach Diskussion der potentiellen Stammzellmarker im Corpus ein nach
aktuellem Wissensstand eindeutiges Modell, welche Stammzellen sich im Corpus befinden.
Im Isthmus befinden sich langsam teilende ruhende Mist1® Stammzellen und die starker
proliferierenden Bmi1* Stammzellen. Im Drisenhals befinden sich dann die Sox2*
Stammzellen. Je nach Auslage der Definition einer Stammzelle kann man die Troy* Zellen
zusatzlich als Reservestammzellen bezeichnen, aufgrund ihrer regenerativen Kapazitat nach
Transdifferenzierung, jedoch werden sie in dieser Arbeit nicht in das Modell der Corpusdriise
als Stammzellen mit aufgenommen, da sie unter physiologischen Bedingungen nicht der

Epithelhomdostase dienen.
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Abb. 18 Die Driise des Corpus und ihre Stammzellen

Abbildung 18 zeigt die modellhafte Darstellung einer Magendriise im Corpus mit ihren
Stammzellen, welche in blau besonders hervorgehoben sind. In den Stammzellen
sind ihre Marker eingetragen, sodass man zwischen ihnen unterscheiden kann. Die
Stammzellen sind in ihrem jeweils physiologischen Driisenabschnitt. Auf der linken
Abbildungsseite sind die Drisenabschnitte bezeichnet. Auf der rechten Seite befindet
sich eine Legende bezuglich der verschiedenen Zelltypen

Vergleicht man nun die Ergebnisse, die bei Antrum und Corpus herausgestellt wurden, wird
direkt klar, dass man in beiden Teilen des Magens Sox2*und Bmi1* Stammzellen findet. Diese
beiden Stammzellen sind deshalb méglicherweise fur die konstante Erneuerung der gleichen
Zelltypen in Antrum und Corpus verantwortlich. Auch wenn beide Stammzellen das Potential
dazu besitzen alle differenzierten Zelltypen der Magendriise hervorzubringen, kénnten sie

unter physiologischen Bedingungen aufeinander abgestimmt sein.
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Ein Modell ware plausibel, in dem Bmi1® Stammzellen vorwiegend die
Oberflachenepithelzellen erneuern, da diese Zellen eine kurze Lebensdauer haben und somit
eine hohe Proliferationsanforderungen an ihre Stammzelle stellen. Bmi1* Stammzellen haben
wie bereits erwahnt eine hohe Proliferationsmarkerexpression, weshalb sie diesen
Anforderungen gewachsen sind. Auch ihre physische Nahe zur Foveola unterstitzt ein
solches Modell. Die bidirektionale Migration der Tochterzellen aus dem Isthmus ist eine
Theorie, die im Laufe dieser Dissertation mehrfach erwahnt wurde, allerdings wirde eine
unidirektionale Migration nach der Auffihrung dieser Argumente zumindest fur die Bmi1*
Stammzellen wesentlich mehr Sinn ergeben unter physiologischen Bedingungen.
Sox2* Stammzellen kénnen in Antrum und Corpus Nebenzellen hervorbringen, denn dies ist
ein Zelltyp, der im Drisenhals und Drisenboden in beiden Teilen des Magens vorkommt.
Dementsprechend wirde es nur logisch sein, wenn Zellen aus diesen Drisenabschnitten der
Stammzelle aus diesen Abschnitten entstammen. Ob Sox2* Stammzellen weiter Zelltypen
unter physiologischen Bedingungen hervorbringen ist durchaus denkbar. Jedoch gilt dies
mehr fir die Corpusdriisen, da Sox2" Stammzellen dort im Hals- und Bodenbereich keine
weitere Stammzelle an ihrer Seite haben um den Erhalt von Parietalzellen und Hauptzellen
zu Ubernehmen.
Im Antrum hingegen stehen den Sox2* Stammzellen die Axin2* Stammzellen zur Seite. Im
Antrum besteht die Mdglichkeit, dass Sox2* Stammzellen ausschlielich die Nebenzellen
hervorbringen und Axin2* Stammzellen die enteroendokrinen Zellen hervorbringen. Fur solch
ein Modell wiirde zusatzlich sprechen, dass Axin2* Stammzellen auch in Verbindung gebracht
wurden mit dem Marker Cck2r, welcher auch in enteroendokrinen Zellen als
Progastrinrezeptor ausgepragt ist.

Die letzten Stammzellen, die noch nicht eingeordnet wurden in ihrer Funktion, sind die
Mist1* Stammzellen. Aufgrund ihrer geringen Proliferationsrate sind sie schwieriger
einzuordnen als beispielsweise Bmi1* Stammzellen. Da sie sich selten teilen, ware es mdglich,
dass sie ausschlieBlich langlebige Zelltypen wie die Hauptzellen hervorbringen. Es besteht
eine Verbindung zwischen Mist1* Stammzellen und Hauptzellen, da Lgr5* Hauptzellen auch
Mist1 auspragen. Deshalb bringen Mist1™ Stammzellen eventuell langlebige differenzierte
Resevestammzellen hervor und dienen somit der Vorbereitung auf eine Verletzung der Drise.
Unter physiologischen Bedingungen koénnen diese zur Transdifferenzierung fahigen

Hauptzellen aber ganz normal ihrer Funktion nachgehen.
Zur Veranschaulichung dieser Rollenaufteilung der Stammzellen wird mit Hilfe von Abb. 19

ein Modell illustriert, wie sich die Magendrisen unter physiologischen Bedingungen erhalten

konnten.
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Abb. 19 Zusammenfassende Darstellung der Stammzellorganisation in Antrum und Corpus

Abbildung 19 fasst die Ergebnisse aus 5.1 zusammen. Links ist die Antrumdrise aus Abb. 17 gezeigt. Die schwarzen Pfeile zeigen
einerseits in welche Richtung sich die TACs der Stammzellen bewegen und andererseits zu welchem Zelltyp ihre Nachkommen
differenzieren. Auf der rechten Seite ist das Gleiche flir den Corpus festgehalten mit seinen entsprechenden Stammzellen. Um einen
Vergleich und Uberblick zu erhalten sind die beiden Magenregionen in der Tabelle in der Mitte gegeniibergestellt. Die Tabelle zeigt
welchen Zelltyp welche Stammzelle in den beiden Magenregionen jeweils hervorbringt.
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5.2 Was bildet tatsachlich die Stammzellnische fur die Stammazellen in
Antrum und Corpus — bindegewebige Faktoren und epitheliale Faktoren

Die Nische kontrolliert das Verhalten der Stammzellen und schrankt sie in ihrer physischen
Ausbreitung ein durch differenzierende Signale und physische Barrieren wie die Basallamina
und Nachbarzellen. Die Stammzellen des Magenepithels erhalten ihre regulativen Signale aus
den subepithelialen Schichten Lamina propria und Lamina muscularis mucosae, sowie aus
benachbarten Epithelzellen. Ein Verstandnis dieser Signale, die zur Proliferation oder Reifung
der Stammzellen flhren, ist essentiell, um den Zellumsatz und den Gewebeerhalt zu
verstehen und um den krankhaften Zustand in Form von Tumoren zu verstehen und zu

therapieren.

BMP ist einer der differenzierungsfordernden Nischenfaktoren. Ein BMP-Signal wirkt der
Proliferation von Stammzellen in der Magenmukosa entgegen, und wo man es findet liegen
die Grenzen der Stammzellennische (Barker, Bartfeld und Clevers, 2010; Wolffling et al.,
2021; Zhang und Que, 2020). BMP kommt potentiell aus Telozyten der Lamina propria
(Toader et al., 2019; McCarthy, Kraiczy und Shivdasani, 2020; Tamura et al., 2021; Wolffling
etal., 2021) und aus den Parietalzellen, welche vor allem im Corpus eine Rolle spielen in ihrer
Nischenbegrenzung (Wolffling et al.,2021). Die Relevanz von einem BMP-Signal als
inhibitorischer Regulator der Stammzellen ist immens, da ein Kontrollverlust der
Proliferationsrate der Stammzellen in eine Metaplasie bis hin zu Krebs fUhren kann. Die
Wichtigkeit von BMP im Darm als Teil der Stammzellnische wurde herausgestellt (McCarthy,
Kraiczy und Shivdasani, 2020) und eine ahnliche Bedeutsamkeit im Magenepithel ist
entsprechend anzunehmen. Damit am Antrumboden die Stammzellen nicht durch BMP zur
Differenzierung angeregt werden, wird aus der Lamina muscularis mucosae der BMP-
Antagonist Noggin sezerniert, der dann die Wirkung von BMP im unteren Drisenbereich
aufhebt (Wolffling et al., 2021).

EGF ist ebenso ein nischenbegrenzendes Signal, da es die Differenzierung der Mucbac
Mukuszellen der Foveola fordert (Wolffling et al., 2021). Ab dem Punkt, wo BMP- oder EGF-
Signale zu stark werden, beginnt die Differenzierung der Vorlauferzellen und damit die Grenze

der Stammzellnische.

Whnt ist dagegen eines der primaren Proliferationssignale fur eine Vielzahl von epithelialen
Stammzellen in unterschiedlichen Geweben wie der Glandula mammaria, dem Intestinum und
dem Colon (Takebe et al., 2015). Anhand von Wnt-Zielgenen wie Axin2 und Lgr5 kdnnen die

Whnt-rezeptiven Zellen auch direkt ausgemacht werden, allerdings kénnen diese trotzdem
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teilungsinaktiv sein, da der Wnt-Signalweg durch negative Regulatoren wie das BMP-Signal
Uberschrieben werden kann. Diese Zielgene markieren dementsprechend auch proliferative
Zellen wie die Axin2* Stammzellen des Antrums (Sigal et al., 2017). Im Epithel des Magens
hat man noch keine Quelle fur Wnt gefunden wie die Paneth-Kdrnerzellen im Darm. Weder in
Antrum noch im Corpus, aber dafiir spekuliert man auf Wnt-Quellen im Bindegewebe
unterhalb der Lamina epithelialis. Eben so eine Wnt-Quelle kénnten die Pdgfra’® Zellen der
Lamina propria darstellen, deren Anwesenheit in der Magenmukosa von Tamura et al. (2021)
bestatigt wurde und im Dinndarm laut McCarthy, Kraiczy und Shivdasani (2020) die stromale
Wnt-Quelle sind. Auch wenn im Magen die Verbindung zwischen Wnt-Sektretion und Pdgfra®
Zellen noch bestatigt werden muss, erscheinen sie dennoch als die wahrscheinlichste Quelle
eines kanonischen Wnt-Signals in der Magenmukosa angesichts der multiplen
Gemeinsamkeiten zwischen den Laminae propriae des Magen und Darms. Besonders im
Antrum werden diese Bindegewebszellen ihren Effekt entfalten kénnen, da dort eine Wnt-
rezeptive Stammzellpopulation und wahrscheinlich deren Tochterzellen angesiedelt sind,
Axin2* Stammzellen und Lgr5* Progenitoren, die auf ein Wnt-Signal mit Proliferation reagieren
kénnen. Im Corpus hingegen, hat man Stammzellpopulationen, die tGberwiegend keine Wnt-
Zielgene auspragen. Die Ausnahme davon sind die Troy* Reservestammzellen (Stange et al.,
2013; Bartfeld und Koo, 2017), welche jedoch keinen Beitrag zur Epithelhom&ostase leisten
und somit unter normalen Umstdnden auch kein Wnt-Signal erhalten sollten. Die wenig
proliferierenden Mist1* Stammzellen des Corpus empfangen zwar ein Wnt-Signal, welches
aber nicht-kanonisches Wnt5a ist. Wnt5a vermittelt den Stammzellen ein Uberlebenssignal,
aber in vitro wurde auch beobachtet, dass die Organoidgenese ausgehend von Mist1*
Stammzellen auf ein Drittel der Genesezeit durch Wnt5a-Signalisierung verkirzt wurde
(Hayakawa et al., 2015b).

Aufgrund der Verteilung von Wnt-rezeptiven teilungsfahigen Zellen zwischen Antrum und
Corpus kommt man zu der Erkenntnis, dass ein Wnt-Signal wesentlich wichtiger fir das
Antrum flr die normale Epithelhomdostase ist, wahrend es fir den Corpus erst oder nur an
Bedeutung nach einer Verletzung der Lamina epithelialis gewinnt, da dort die Wnt-rezeptiven
Troy* Reservestammzellen am Drisenboden residieren.

Ein stimulierendes Signal fir den Wnt-Signalweg ist das bereits mehrfach erwadhnte Rspo-
Signal, dessen zellularer Ursprung in der Lamina muscularis mucosae liegt (Sigal etal., 2017).
Eine abermalige Verstarkung dieses Signals geht wiederum von dem Hormon Gastrin bzw.
seiner Vorstufe Progastrin aus, da dieses Hormon Uber eine Bindung an den Cck2-Rezeptor
die Rspo-Wirkung steigert, indem mehr Lgr5 in die Zellmembran eingelagert wir. Dadurch
erhalten Rspo-Molekille mehr Bindungsméglichkeiten (Hayakawa et al., 2015; Kumar,
Burgess und Gulbis, 2014). Gastrin und Progastrin kommen aus den nach ihnen benannten

G-Zellen (Hayakawa et al., 2015). Die Signale Rspo und Progastrin sind ausschlieRlich fir die
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Stammzellen relevant welche auch rezeptiv fir den Wnt-Signalweg sind, da diese beiden

Signale Verstarker des Wnt-Signals sind und nicht Wnt-unabhangig wirken.

Notch ist ebenfalls ein aus dem Darm bekanntes Signal, welches dort die Stammzellen aus
ihren direkten Nachbarzellen, den Paneth-Kornerzellen, beeinflusst und fir diese
Stammzellen ein entscheidendes Nischensignal ist (Clevers, 2013). Hayakawa et al. (2015b)
haben einen Effekt von Notch auf Mist1* Stammzellen im Corpus verzeichnen kénnen. In
einem ihrer Versuche stellten sie eine Entwicklung von intestinalem Typ Metaplasie im Corpus
fest nach konstanter Notch-Aktivierung in Mist1* Stammzellen. Obwohl die Wirkung von Notch
durch zwei Experimente beobachtet wurde, konnte nicht ermittelt werden, woher ein Notch-
Signal in vivo kommt. In einem der Experimente wurde Notch durch Diabenzazepin gehemmt,
wodurch die Proliferation im Isthmus reduziert wurde. Im zweiten Experiment wurde der
Notch-Signalweg konstant aktiviert, wodurch sich Magenkarzinome vom intestinalen Typ
entwickelten (Hayakawa et al., 2015b). Es musste eine Nachbarzelle sein, die direkten
physischen Kontakt zur Stammzelle aufnehmen kann, um das Signal zu Ubermitteln.
Ahnliches lieR sich auch in Sox2* Stammzellen beobachten, welche Polypenbildung nach
Uberexpression von NCID, einem Teil des Notch-Signals, férderten (Demitrack und
Samuelson, 2017). Polypen sind Geschwillste, die sich in Schleimhauten bilden kénnen und
in Magen und Darm entarten kénnen. Eine Zelle, die sowohl neben Mist1* als auch neben
Sox2*" Stammzellen liegt und als potentielle Signalquelle dienen kdnnte, ware die Parietalzelle,
da sie sowohl im Hals als auch im Isthmus zu finden ist. Da Parietalzellen auch BMP
sezernieren, konnten sie also eine genaue Regulation dieser beiden Stammzelltypen

vornehmen und damit ein Teil der Isthmusnische und Halsnische sein.

Das Sonic-Hedgehog-Signal aus den Parietalzellen hingegen ist ein Faktor, der die
Stammzellnische indirekt beeinflusst, weil eine basale Sekretion von Hedgehog in die Lamina
propria dort einen stimulierenden Effekt auf Stromazellen hat. Diese sind fir Wnt-Sekretion
verantwortlich (Kim et al., 2020). Das Hedgehog-Signal ware somit ein vertikales Signal
zwischen Epithel und Bindegewebe statt eines planaren Signals innerhalb des Epithels wie

das Notch-Signal.

Somit ist nach heutigem Kenntnisstand bekannt, dass es flinf Hauptsignale gibt, die die
Stammzellnische der im Magenepithel ansassigen Stammzellen bilden. BMP, EGF, WNT,
Notch und Hedgehog sind fur die Stammzellnischen essentielle Signale, die Antagonisten
oder Agonisten in Form von Noggin, Rspo und Progastrin an ihre Seite gestellt bekommen,

um die Stammzellaktivitat fein abzustimmen.
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Uber Wnt-rezeptive Stammzellen und Notch-rezeptive Stammzellen konnten bereits einige
Erkenntnisse bezuglich ihrer Nischensignale gesammelt werden. Die Differenzierung ihrer
Tochterzellen wird wahrscheinlich von BMP und EGF gesteuert, allerdings ist dies eine reine

Hypothese und bedarf einer experimentellen Uberpriifung.

5.3 Einordnung der Forschungsergebnisse aus murinen Versuchen und
Organoidvesuchen

Nachdem in diesem Kapitel diskutiert wurde, welche potentiellen Stammzellmarker tatsachlich
eigenstandige Stammzellen markieren und welche Zellen einen Teil der Stammzellnische mit
ihren jeweiligen Signalen ausmachen, ist es noch essentiell diese Ergebnisse in den
humanen, physiologischen Kontext einzuordnen.

Die Experimente, die in den hier betrachteten Studien aufgefiihrt wurden, wurden entweder
an Mausen oder an Organoiden von Mensch und Maus durchgefuhrt, weshalb man auf Basis
dieser Ergebnisse ein gutes theoretisches Modell aufbauen kann. Jedoch ist noch nicht Klar,
ob dieses Modell auch der tatsachlichen physiologischen Situation im Menschen entspricht.
Alle Stammzellen mit den in Abb. 19 gezeigten Markern besitzen in Organoidkulturen die
Fahigkeit die gesamte Drlse hervorzubringen. Diese Fahigkeit besitzen sie jedoch ohne den
Einfluss der subepithelialen Schichten Lamina propria und Lamina muscularis mucosae. Auch
wenn die Signale, die den Zellen in Organoidkulturen zur Verfligung gestellt werden, in vivo
ebenfalls vertreten sind, so ist das in vitro Modell unfahig unbekannte Inhibitoren der Signale
mit einzubeziehen. Unter physiologischen Umstanden kann es zu lokalen Hemmungen
kommen, welche aus den subepithelialen Schichten kommen, die aktuell noch nicht am
Organoid nachgeahmt werden kdnnen. Die Vielfalt der Stammzellen in Corpus- und
Antrumdrisen wirde ein Modell unterstitzen, bei dem all diese multipotenten Stammzellen
der Drisen in ihrem Potential durch ihre Nische eingeschrankt werden.

Eine solches Modell ist allerdings mit den heute verfligbaren Organoidexperimenten nicht
Uberprifbar. Organoide bei denen die gesamte Tunica mukosa kultiviert wird, wirden die
Moglichkeit  bieten  das  tatsdchliche  Stammzellverhalten  der  menschlichen

Magenstammzellen zu verstehen und die hier entwickelte Hypothese zu bestatigen.

Das Thema dieser Doktorarbeit ist sehr komplex und bedarf wesentlich mehr Forschung
angesichts der gesundheitlichen Bedeutung weiterer Erkenntnisse. Das Modell, das hier
erarbeitet wurde, ist anhand des aktuellen wissenschaftlichen Standes der Goldstandard
daflr, wie unser Verstandnis von Stammzellen im Magenepithel auszusehen hat. Allerdings

ist dieses Verstandnis zu Teilen gestitzt auf argumentativem Ausschluss von
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Stammzellkandidaten und anderen Theorien. Bei einer teils fehlenden Evidenzbasis ist dies
unumganglich. Aus diesem Grund ist es wichtig die in dieser Doktorarbeit gestellte Hypothese,

das Modell von Stammzellen im Magenepithel und ihren Nischen experimentell zu tGberprifen.
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6. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde erldutert, dass der Magen ein sich standig erneuerndes Epithel besitzt,
das durch konstant teilende Stammzellen erhalten werden muss. Jedoch findet man kein
einheitliches Stammzellprofil im Magen vor, sondern ein regional organisiertes. Damit
unterscheidet sich der Magen vom Darm, in dem man eine Stammzellpopulation fir alle
Epithelzellen vorfindet. Antrum und Corpus haben unterschiedliche Aufgaben und damit ein
daran angepasstes Stammzellprofil.

Eine Vielzahl von potentiellen Stammzellmarkern wurde von diversen Studien proklamiert, die
das Feld der Stammzellforschung im Magen sehr unlbersichtlich machten. Diese Marker
wurden in dieser Arbeit erneut Uberprift, um festzustellen welche von ihnen tatsachlich den
Kriterien fir bona fide Stammzellen im Magen entsprechen. Nach eindringlicher Evaluation
konnte nur zu dem Schluss gekommen werden, dass basierend auf dem aktuellen
Verstandnis von Stammzellen im Magen nur Zellen mit den Markern Bmi1, Sox2, Axin2 und
Mist1 bona fide Stasmmzellen sind.

Im Antrum sind Axin2* Stammzellen die charakteristischen Stammzellen, welche fir
die konstante Erneuerung von antrumspezifischen Epithelzellen verantwortlich sind.
Aquivalent dazu sind Mist1* Zellen die charakteristischen Stammzellen des Corpus, welche
fur die konstante Erneuerung der corpusspezifischen Epithelzellen verantwortlich sind.
Abseits der charakteristischen Stammzellen fur Antrum und Corpus gibt es auch
Stammzellen, welche Epithelzellen hervorbringen, die in beiden Magenregionen residieren.
Dies sind die mitotisch sehr aktiven Bmi1* Stammzellen und eher langsam teilenden Sox2*
Stammzellen. lhr Proliferationsverhalten ist bedingt durch die Anforderungen und die
Lebensdauer der Zellen, die sie konstant ersetzen.

Das Verhalten all dieser Stammzellen wird gesteuert durch die Nischen, die von Zellen
mesodermaler Herkunft in Lamina propria und Lamina muscularis mucosae, sowie von
benachbarten Epithelzellen gebildet wird.

Die erste Nische ist der Isthmus. Er beherbergt Bmi1* Stammzellen in Antrum und Corpus und
im Corpus zusatzlich noch Mist1* Stammzellen. Die zweite Nische ist der Drisenhals. Dort
befinden sich in Antrum und Corpus die Sox2* Stammzellen und nur im Antrum zusatzlich die
Axin2* Stammzellen.

Mit diesen Forschungsergebnissen erlangt man ein besseres Verstandnis von der

Organisation der Stammzellen und ihrer Nischen in der Mukosa des Magens.
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