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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Biologie embryonaler Stammzellen und ihre Anwestung

1.1.1 Eigenschaften undifferenzierter ES-Zellen

Pluripotente embryonale Stammzellen besitzen das einzigadtigetRl, zu allen Geweben,
die von den drei Keimblattern abgeleitet sind, zu differenzieren wnaddamit das ideale
Objekt der regenerativen Stammzellbiologie. AuRerdem kdnnen frihecklhimgsprozesse,
wie sie im Embryo ablaufen, in Modellsystemen imitiert und analysiedemer

Zunachst werden aktuelle wissenschaftliche Erkenntnisse daligesitelder Einflhrung in
das Gebiet der embryonalen Stammzellbiologie dienen.

Die Isolierung embryonaler Stammzellen aus der inneren ZsdengICM) muriner
Embryonen im Blastocystenstadium (E3.5) (Evans und Kaufman 1981nM88il) war ein
wissenschaftlicher Meilenstein, denn sie begrindete das neue Anwendietysder
regenerativen Medizin (Stammzelltherapie) und ermdglicht dieersuthung friher
entwicklungsbiologischer Vorgange in Modellsystemen.

ES-Zellen sind durch folgende Eigenschaften charakterisiertnidifferenzierten Zustand
besitzen sien vitro eine unlimitierte Proliferationsfahigkeit, wenn sie auf einegé muriner
embryonaler Fibroblasten (MEFs), oder mit differenzierungssupgr@mden Faktoren, wie
LIF (Leukaemia Inhibitory Factor), einem Cytokin der Interleukin (IL)-6 Familie, kultiviert
werden (Smith et al. 1988; Williams et al. 1988; Stewart et al. )18988 behalten im
Gegensatz zu Tumorzellen ihren Karyotyp (Pease et al. 1990).

Die Charakterisierung undifferenzierter ES-Zellen erfolgt Ubmembrangebundene
Rezeptoren (gp130) (Niwa et al. 1998; Burdon et al. 1999), Enzymaktivitéealkalische
Phosphatase (AP) (Wobus et al. 1984) und Telomerase (Thomson et al, 1998)
Transkriptionsfaktoren wie Oct-4 (Scholer et al. 1990) und den Homeblamskriptions-
Faktor Nanog (Chambers et al. 2003), sowie spezifische Zellableeth-Antigene (SSEA-1)
(Solter und Knowles 1978).

Signalwege, die an der Regulation der Aufrechterhaltung des uedifferten pluripotenten
Potentials von ES-Zellen beteiligt sind, wie Oct-4, gp130/ STAT3véNet al. 1998) und
Nanog wurden von Boiani und Schdler zusammengefasst (Abb.1.1) (Boiani undrSchole
2005).
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Abb. 1.1:Ubersicht der Signalwege die an der Regulation der B®ipotenz muriner ES-
Zellen involviert sind

Die Pluripotenz wird durch Oberflachen-Rezeptoren reguliert, Sigmale auf Schlussel-
Transkriptionsfaktoren zum Nukleus vermitteln, wie OcB¢témer Binding Transcription
Factor-4) und Nanog, sowie weiterer Transkriptionsfaktoren der Selbstetmayekvie
STAT3 (Sgnal Transducer and Activator of Transcription-3).

Der LIF-Rezeptor (LIFR)-STAT3 Signalweg ist im Detail fideert. Das Cytokin LIF
(Leukaemia Inhibitory Factor) bt seine Funktion durch Bindung an den LIFR an der Zell-
oberflache aus und bewirkt eine Heterodimerisierung mit einem emdelansmembran
Protein, dem Gycoprotein-130 (gp130), dadurch werden Kinasen die das Bigdah
Nukleus vermitteln aktiviert und das Andocken weiterer Faktoren arakienerten LIFR-
gpl30 Rezeptor-Komplex ermdglicht. Die intrazellulare Doméne deSR-gp130
Heterodimers kann digonreceptor Janus Tyrosin Kinase (JAK) und daatiphosphotyrosine
immunoreactive Kinase (TIK) rekrutieren, die diese phosphorylieren. Die phospleaoisyli
intrazellulare Domane des LIFR-gp130-Heterodimers fungieBialdungsstelle fir Proteine,
die eineS c-homology-2 Doméne (SH2) besitzen, darunter der Transkriptionsfaktor STATS3.
Auf nuklearem Level verursachen die Transkriptionsfaktoren STAT3, O@I# Nanog
Veréanderungen in der Genexpression, die zu phanotypischen Veranderahgen OCT4
ist mit dem SRYrelated high-mobility Group (HMG) Box Protein-2 (SOX2) verbunden und
bestimmt mit anderen Co-Faktoren die Regulation von Zielgenen.

Die anderen Aspekte der Abbildung sind spekulativ, in einigen Fallerd@n@berflachen-
rezeptoren bekannt, nicht aber die Signallbertrager, bei anderesnnsiessoch identifiziert
werden (aus Boiani und Scholer 2005).
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Der experimentelle Nachweis des pluripotenten Potentials gelargyp Injektion von ES-
Zellen in murine Empfanger-Blastocysten, aus der chimaraisbéaresultierten, deren
Merkmale in Geweben aller drei Keimblatter, inklusive der Kehm, nachgewiesen werden
konnten (Bradley et al. 1984). Diese pluripotenten Zellen konnten experihmeatepuliert
und anschlieBend in Empfanger-Blastocysten integriert werden.

Insbesondere durch Anwendung der homologen Rekombination und Selektion konnten
knockout-ES-Zellen erzeugt werden, die zum Generieren von MauselinieDetationen in
Zielgenen (Thomas und Capecchi 1987) genutzt werden.

Dies war ein Durchbruch in der Entwicklungsbiologie der Sauget, dieser Strategie
konnten Studien des Verhaltens dieser Zellen und des verdnderten sajemeti
Expressionsmusters wahrend der Saugerentwicklung durchgeftihrt werden.

Im Oktober 2007 wurden Evans, Smithies und Capecchi dafir mit dem Nabefjr
Medizin ausgezeichnet.

In vitro bereitet das Differenzierungspotential dkmockout-ES-Zellen eine wichtige
Erg&nzung zun vivo Studien, wenn z.B. die Inaktivierung von Zielgenkasyof function) in

vivo zu einer frihen embryonischen Letalitat fuhrt (Arsenian et al. 1998).

Das pluripotente Potential von ES-Zellen konnte ebenfallsvitro durch zahlreiche
Publikationen nachgewiesen werden. Gewebespezifische ZelltypenreieiKeimblatter:
Endoderm, Mesoderm und Ectoderm konnten durch Verwendung unterschiedlicher
Differenzierungsprotokolle generiert werden (Tab. 1.1, NIH 2001)ddien zum Ausgleich

von Gewebedefiziten in der regenerativen Medizin genutzt werden kdnnen.

Eine Induktion der Differenzierung von ES-Zellen erfoigtvitro durch den Entzug von
inhibitorischen Faktoren wie LIF und einer Kultur in dreidimensionaggregaten, den
sogenannteembryoid bodies (EBs) (Doetschman et al. 1985). Daneben werden Protokolle
basierend auf einer Co-Kultur mit stromalen Zelllinien (Nakan@letl994), oder eine
Monolayerkultur auf extrazellularen Matrixproteinen (Nishikawa et al. 1988yendet.

Zur Erzeugung vorembryoid bodies werden drei Hauptmethoden angewandt, wie die im
hangenden Tropfen (Wobus et al. 1991), in Suspensionskultur (Doetschman et al. 1985) und

in semiviskoser Methylzellulose (Wiles und Keller 1991).
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Zelltyp Referenz
Adipozyten Dani et al. 1997
Astrozyten Fraichard et al. 1995

Cardiomyozyten

Doetschman et al. 1985; Maltsev et al. 1993

Chondrozyten

Kramer et al. 2000

Definitive

hamatopoetische Zellen

Wiles und Keller 1991; Nakano et al. 1996:; Nishikawa et al.
1998

Dendritische Zellen

Fairchild et al. 2000

Endotheliale Zellen

Risau et al. 1988: Yamashita et al. 2000

Keratinozyten

Bagutti et al. 1996; Yamashita et al. 2000

Lymphoide Vorlaufer Potocnik et al. 1994
Mastzellen Tsai et al. 2000
Neuronen Bain et al. 1995; Strubing et al. 1995

Oligodendrozyten

Brustle et al. 1999; Liu et al. 2000

Osteoblasten

Buttery et al. 2001

Pankreas Insel Zellen

Lumelsky et al. 2001

Primitive

hamatopoetische Zellen

Doetschman et al. 1985; Nakano et al. 1996

Glattmuskelzellen

Yamashita et al. 2000

Quergestreifte
Muskelzellen

Rohwedel et al. 1994

Dottersack Endoderm

Doetschman et al. 1985

Dottersack Mesoderm

Doetschman et al. 1985

Tabelle 1.1: Ubersicht der publizierten Zelltypen die durch Diferenzierung muriner ES-
Zellen in vitro generiert werden konnten (nach NIH, Stem Cell Report, 2001).
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Bei der Bildung von EBs im hangenden Tropfend das hohe Aggregationspotential der ES-
Zellen genutzt. Dabei konzentriert die einwirkende SchwerkraftEB-Zellen am tiefsten
Punkt des Medium-Tropfens und erlaubt es ihnen, leichter und schnellggagiaren. Der
Vorteil dieser Methode ist, dass extrem homogene EBs durch Weéung einer definierten
Aussaatdichte erzeugt werden kénnen.

Die zu EBs aggregierten ES-Zellen bilden zunéchst eine auSshreht aus endodermalen
Zellen. Nach einigen Tagen der Entwicklung bildet sich ein ektodern®aend aus, gefolgt
von einer mesodermalen Spezifikation. Dies entsprichtimleivo Situation im Embryo,
ausgehend von der inneren Zellmasse (ICM) der Blastocyste, aus derdifidisabgeleitet,
bzw. isoliert sind und ist somit eine Rekapitulation friiher Entwicklungsprog@ssteschman
et al. 1985).

Von den angewandten Differenzierungsverfahren, ist die kompleictrdemsionale Struktur
des EBs dem Embryo am ahnlichsten. Ein Nachteil der starkeZelklnteraktionen ist die
erschwerte Zuganglichkeit von Faktoren die eine Differenziehg®gnflussen kénnen. Im
Vergleich des breiten Differenzierungspotentials von EBs, ist Differenzierung auf
stromalen Zellen (PA6, OP9) auf wenige Zelltypen begrenzt, drersir unzureichend von
den stromalen Zellen trennen lassen. Verfahren, die eine Monolayerkukzen, weisen
einen verminderten differenzierungsinduzierenden Effekt durch fehlerdgefleKontakte
auf.

Die in vitro Differenzierung von ES-Zellen in EBs rekapituliert frihe Prozesger
Entwicklung in vivo, so wird beispielweise die hamatopoetische Entwicklung, wie sie
wahrend der Embryonalentwicklung im extraembryonalen Dotterssaauft, imitiert
(Doetschman et al. 1985).

Die Entstehung von Kavitaten ist ebenfalls eine Imitationdrintwicklungsprozesse im
sich entwickelten EB, &hnlich der Bildung des Hohlzylinders aus aletea ICM-Masse
nach der Implantation des Embryos. Daran beteiligt sind apoptotisolzesBe, selektives
Uberleben, sowie der BMP-B¢ne Morphogenetic Protein) Signalweg (Coucouvanis und
Martin 1999).

Die Differenzierung von ES-Zellem vitro zu gewilnschten Zelltypen erfolgt zum einen
durch Applikation geeigneter Differenzierungsfaktoren, zum anderech dgenetische
Manipulationen von Schlissel-Entwicklungsgenen. Im folgenden wird die négirona
Differenzierung, sowie die hamatopoetische Differenzierung rndbeschrieben, die

Bestandteil der Analysen in dieser Arbeit sind.
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1.2 Hamatopoesen vivo und in vitro

1.2.1 Ursprung hdmatopoetischer Stammzellem vivo

Um in vitro gewebespezifische Zellen generieren zu kdnnen, sind Kentnisse der Ent
wicklungsprozessm vivo essentiell.

Eines der Ziele der regenerativen Stammzellbiologie st\Nigzen von ES-Zellen als Quelle
fur das Generieren von hamatopoetischen Stammzellen (HSC) machEnmark-
Repopulationspotential, als Alternative zur angewandten Knochenmarkstrartgpianta

Im Gegensatz zu adulten HSCs koénnen ES-Zellen unbegrenzt kultividrtgenetisch
manipuliert werden. Eine Erzeugung von empfangerspezifischenelZdurch einen
somatischen Zellkerntransfer (Wilmut et al. 1997) konnte die begredatd an
Knochenmarkspendern mit passenden HLA-Isotyp ersetzen, ist abethmithen Bedenken
verknupft.

Die zu den adulten Stammzellen zahlenden hamatopoetischen Stamnimesdlezen die
Fahigkeit der Selbsterneuerung und des Generierens aller haptetopen Blutzelllinien
wahrend eines grol3en Zeitraums, meist ein Leben lang.

Wahrend der Embryonalentwicklung ist der Dottersack der ersteh@mnatopoetischer
Prozesse. Er besteht am Beginn der Entwicklung aus zwei Zehsshj dem &ul3eren
visceralen Entoderm und dem darunter liegenden extraembryonalen Mesoderm.

Im Verlauf der weiteren Entwicklung entstehen zunéchst aus denaemtiryonalen
Mesoderm des Dottersacks Hamangioblasten. Sie sind die gemeain¥arfahren erster
hamatopoetischer und endothelialer Vorlauferzellen (Kennedy &9@r), die zwischen E7
und EB8.25 sogenannte Blutinseln bilden, die aus endothelialen Cytoblasten und
differenzierten primitiven Erythrocyten bestehen (Moore und Metcalf 1970).

Innerhalb des Embryos kdnnen von E10.5 erste hamatopoetische Zellensogdeannten
Para-Aortic-Splanchnopleural- oder auch Aorta-Gonad-Mesonephros-R&RB/AGM)
(Medvinsky und Dzierzak 1996) nachgewiesen werden.

Die Entstehung der beiden ha&matopoetischen Kompartimente und ihr &otkfimnitive
hamatopetische Stammzellen (HSC) zu bilden, wurden kontrovers diskimiesigemeinen
wird akzeptiert, dass die hAmatopoetischen Vorlaufer in der AGNbRagabhangig von
den Dottersackzellen gebildet werden (Kyba und Daley 2003).
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Um den Ursprung definitiver HSCs nachzuweisen, wurde der Dotteusackias AGM von
10 Tage alten Embryonen abgetrennt umd vitro zur Induktion der definitiven
hamatopoetischen Differenzierung mit stromalen Zellen der Litié 8d Gabe von IL-7
kultiviert. Nach 10 bis 14 Tagen zeigten sowohl Zellen des Dottersacks, als auctzal@n
unterin vitro Konditionen B-Lymphozyten Aktivitat (Cumano et al. 1993).

Trotz der Fahigkeit von Dottersackzellem vitro definitive h&dmatopoetische Zelllinien zu
bilden, zeigen Transplantationsexperimente, dass ausschliel3liem Xelh Tag 10 aus der
AGM-Region das friheste Gewebe ist, das Knochenmarks-EinnisturgygzRdt(nur 3 von
96 Mausen) besitzt (Godin et al. 1993) und nur intraembryonale hamatopeetisdaufer
eine sogenanntng-term multilineage Reconstuitutuion (LTR), d.h. eine hamatopoetische
Stammzellaktivitdt ermoglichen (Cumano et al. 2001). Dottersdekzdie direkt nach der
Isolation transplantiert wurden, waren unfahig, das lymphoide Kdmemt wieder
herzustellen (Godin et al. 1993).

Die weitere definitive Hamatopoese erfolgt von Tag 11 in derditakeber (Johnson und
Moore 1975), dort erwerben die hamatopoetischen Stammzellen die &#&hgigh
einzunisten und Knochenmark zu bilden, sowie Uber die gesamte Lebensspanne die
Hamatopoese aufrecht zu erhalten.

Obwohl keine adulten Knochenmark bildenden hamatopoetischen Stammzellen iredRktter
nachgewiesen wurden, kénnen Dottersackzeiea multilineage Langzeit-Hamatopoese in
konditionierten neugeborenen Empfangern, nicht jedoch in adulten Mausen aushiden (
und Hiatt 1997)Die lokale zellulare Mikroumgebung scheint dabei eine bedeutendeiRolle
der Regulation der Dottersack-HSC-Differenzierung zu spielen.

Dies fuhrte zur Hypothese, dass Dottersackzellen unreif sind und eunsitzlichen
Reifungsschritt in der Leber benétigen, bevor sie sich ins Knochknamanisten und die
Hamatopoese aufrechterhalten kdnnen. Kyba und Daley entwickelterHgpwthese der
dualen Verteilung von Zellen aus dem Dottersack und der AGM-Reg®zudi definitiven
HSC-Pool beitragen (Kyba und Daley 2003) (Abb. 1.2).
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Abb.1.2. Model der dualen Verteilung von Zellen aus dem Dottersack unded AGM-
Region zum definitiven HSC-Pool

Die HSCs des Dottersacks stellen alle hamatopoetischenu¥ériiir den frihen Embryo,
wie primitive Erythrocyten (EryP), sowie frihe definitive und eloyde Vorlaufer zur
Verfugung. Wahrend der Embryonalentwicklung wird die fétale Leloech HSCs aus dem
Dottersack, wie auch aus der AGM-Region kolonialisiert. Zusammendieser Pool
verantwortlich fur die fétale Hamatopoese. Die HSCs, die dashémoeark kolonialisieren,
sind aus dieser heterogenen Population, teilweise vom Dottersadkilweglse vom AGM
abgeleitet (Kyba und Daley 2003).

1.2.2 Hamatopoetische Differenzierungn vitro

In vitro werden Verfahren zur Differenzierung von ES-Zellen zu hamatopbetisLinien
genutzt, um hdmatopoetische Zellen zu generieren und friihe hamadpe&ntwicklungs-
prozesse zu analysieren.

Wahrend der EB-Kultivierung kdnnen Strukturen beobachtet werden, die demsBditte
Blutinseln entsprechen (Doetschman et al. 1985). Ahnlich dem eStmitt der
hamatopoetischen Entwicklung im Mausembryo, ist dies eine Rekaipitutigr primitiven
Hamatopoese im Dottersack (Burkert et al. 1991).

Das Unvermogen von Dottersack-HSCs ohne zusatzliche Reifungssdefitiitive HSCs zu
bilden, lasst Rluckschlisse auf von ES-Zellen abgeleitete HSCs=zohrmt weiter etablierte
Methoden fir Transplantationen ungeeignet sind. Dies wurde expegliiteedtatigt, da die
meisten Versuche, von EBs abgeleitete Zellen zu transplantraresiungen sind (Kyba und
Daley 2003).

Neben der EB-Kultur wird auch eine Co-Kultur auf stromaleneielingewandt. ES-Zellen
die in Monolayerkultur in Zellkulturschalen differenziert werden,geei dagegen kein
hamatopoetsiches Differenzierungspotential (Dang et al. 2002). ErA€ulir von ES-
Zellen mit stromalen Zelllinien resultiert in einem verktén Makrophagenwachstum. Die
Verwendung der stromalen Zell-Linie OP9, die aus dem KnochenmarksM{Zacrophage-

Colony Stimulating Factor) defizienter Mause (ofpp) isoliert wurde, unterstitzt die
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lymphoide und myeloide Differenzierung von ES-Zellan vitro und unterbindet eine
MacrophagenentwicklungNakano et al. 1994). ES-Zellen differenzieren auf OP9-Zellen
zuerst zu mesodermalen Kolonien, die nach einer Trypsin-Behandlung roadtesen
Ausplattieren auf frischen OP9-Zellen, zu Kolonien von semiadherenteatd@oetischen
Blasten differenzieren. Diese sekundéaren Kolonien beinhalten Vorlaufermphdyen oder
myeloiden Linien, sowie in einigen Fallen Mischkolonien und implememtieil@mit die
Prasenz von HSCs. Obwohl eindeutig lymphoide Populationen nachgewiesen karden,
sind sie nicht in der Lage, sich in konditionierten adulten M&usen, mschHenmark
einzufugen.

Da EBsin vitro frihe hamatopoetische Entwicklungsvorgange im Embryo rekapitulieren, sind
sie ein ideales Analyseobjekt friher hAmatopoetischer Entwicklargfinge. Mittel<olony
Forming Unit-Assay, bei dem viskose Methylcellulose, die mit Cytokinen dotiert ist; ver
wendet wird, konnten Burkert et al. pluripotente ES-Zellen zu vielepedyder
hamatopoetischen Linien differenzieren (Burkert et al. 1991). Hamatopoeiis€w Colony
Forming Cells) entwickeln sich innerhalb von 6 Tagen in der EB-Kultur und ermogliche
einein vitro Analyse hamatopoetischer Entwicklungsprozesse zu verschiedenen Zeitpunkt
von der pluripotenten ES-Zelle Uber die hAmatopoetische Stammzslleubmyeloischen
Zelllinie, die in vivo durch unzureichendes Probenmaterial und schwieriger
Zeitpunktszuordung erschwert ist.

Durch die hamatopoetische Differenzierung von ES-Zalentro konnten Faktoren, die an
Entwicklungsprozessen beteiligt sind, identifiziert werden.

Methylcellulose-Kulturen von Tag 3 EBs sind fahig, &hnlich wie Hégiablasten,
sogenannte Kolonien von Blasten (BI-CFC) unter Einwirkung ‘dascular Endothelial
Growth Factors (VEGF) zu bilden, und haben damit das Potential, Zellen der primitine
definitiven Hamatopoese, sowie endotheliale Zellen zu entwickeln (Kennatylé87).
Mutationsanalysen ermdglichen die Untersuchung der Regulation fhi#imeatopoetischer
Differenzierungsprozess. So wurde dmsic helix-loop-helix (bHLH) Transkriptionsfaktor
SCL/tal (Shivdasani et al. 1995) als essentiell fir die Hamasepoeschrieben. FlkEF¢tal
Liver Kinase 1), der Rezeptor des VEGNdscular Endothelial Growth Factor), wurde als
Marker der endothelialen Entwicklung identifiziert, die bei Verkst VEGF unterbunden
ist. Die Mutagenese von Runxl, auch AML1 genannt, blockierte die dedinatber nicht die
primitive Hamatopoese (Abb. 1.3) (Mikkola et al. 2003).
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Mikkola bestimmte CD41 als Marker der Initiation der frihen prireiti Hamatopoese

(Mikkola et al. 2003) und verglich die Hamatopoese im Mausembryo mmt HS-
Modellsystem (Abb.1.3).

Embryo 6.5 75 85 95105

birth

: —

EB 8

Primitive

| erythro-

Mesoderm

Flk1,

I Hemogenic
Endothelium | endothelium? ;=

Hemangio- e
blast / 1

Definitive
i hematopoiesis
in adult

CD45

Abb. 1.3: Vergleich der frihen hamatopoetischen Entwicklungsprozeesm murinen
Embryo und im Modellsystem EB
Die Hamatopoese geht vom mesodermalen Keimblatt aus, aus derild@nangioblasten
entwickeln, die gemeinsamen Vorlaufer endothelialer und hadmatopoet&saesr. Flk1 ist
essentiell fur die Entwicklung des Endotheliums. SCL ist ein potientiRegulator von
CDA41, dass die Initiation der definitiven Hamatopoese wahrend dé&mBRcklungin vitro

und

im Dottersackin vivo markiert.

Runx1/AML1 ist essentiell fir die definitive

Hamatopoese, nicht aber fir die primitive Hamatopoese, die im ERRlné im Dottersack
ablauft. Das erste hamatopoetische Kompartiment mit Knochenmagkdationspotential ist
die AGM-Region. Die eigentliche definitive Hamatopoese erfilgEmbryo in der fétalen
Leber (E11). Der panhdmatopoetische Marker CD45 erscheint ap&abpopulationen der
hamatopoetischen Vorlaufer. Im fétalem Leberstadium ist CD41bheguliert, wahrend
CD45 in allen definitiven hamatopoetischen Vorlaufern exprimiert ist (Mikkadé @003).
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Ebenfalls von hamatopoetischen Vorlaufern stammen Mastzelleneabind an inflamma-
torischen Prozessen beteiligt und vermitteln plotzliainenédiate) allergische Reaktionen
(Metcalfe et al. 1997). Die Ligation des hochaffinen IgE RezegtexsRI) |0st dabei die
Freisetzung von vorgebildeten inflammatorischen Mediatoren, wie vaariiseen und die
Synthese von proinflammatorischen Cytokinen aus.

1.2.3 Ansatzpunkte die eine adulte Repopulation des Knochenmarksmoglichen

Von ES-Zellen abgeleitete h&matopoetische Zellen besitaenitro das Potential zu
lymphoiden und myeloischen Zellen zu differenzieren. Es konnte jedoch¢lélwié vom
Dottersack abgeleitete Zellen, nach einer Transplantationtbo®ischer Vorlaufer keine
Einnistung Uber einen langen Zeitraumorfg Term Reconstitution, LTR) nachgewiesen
werden.

Mogliche Grinde, warum genetisch unmanipulierte Blutvorlaufeh sicht in adultes
Knochenmark (BM) einnisten konnen, sind zum einen ein ungeeignetes
Differenzierungsstadium, zum anderen die Unfahigkeit des Ubedeberunpassender
Mikroumgebung, der sogenannten Stammzellnische. Eine Mdégliciskealtel Forderung der
Einnistung durch transformierende Faktoren, die eine Apoptose der bl&kseren, bzw.
die Proliferation férdern und dabei die Fahigkeit der lymphoiden-myklers
Differenzierung aufrechterhalten.

Einige Arbeiten zeigen, dass von EBs abgeleitete hAmatop@et&ntéufer das Potential
besitzen, adultes Knochenmark wieder herzustellen, wie z.B. durch teansiente
Uberexpression von HOXB4 (Kyba et al. 2002) oder des BCR/ABL-Onlsogrerlingeiro et
al. 2001).

Das Onkogen BCR/ABL ist verantwortlich fur die Ausbildung einer cla@nimyeloischen
Leukamie (CML) durch Forderung der Proliferation und Blockieren Agoptose
myeloischer Vorlaufer (Bedi et al. 1994). Mit BCR/ABL transdueieund auf stromalen
OP9-Zellen differenzierte ES-Zellen entwickeln exponentiell hsande Blastzell-
Populationen in einem primitiven Blastenstadium,idigitro primitive erythroide Zelltypen
generieren. Wenn diese Zellen in bestrahlte adulte Mause watiepl werden,
differenzieren sie in multiple myeloide Zelltypen, aber auclzefitypen der T- und B-
Lymphozyten. Wahrend die injizierten Vorlaufer positiv fir embryonbkts-Globin (beta-

H1) sind, exprimieren die von den Spendern abgeleiteten erythroidm Zelultes beta-
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major Globin, welches ein Nachweis eines hamatopoetischen Reifbrnigssa vivo ist
(Perlingeiro et al. 2001).

Im zweiten Ansatz der Forderung einer adulten Repopulation wirdHd@&seobox-Gen
HoxB4 genutzt, das an der Selbsterneuerung von definitiven HSCs dbetsili Die
Expression von HoxB4 in primitiven Vorlaufern, kombiniert mit der Kultuaf a
hamatopoetischen Stroma-Zellen, induziert ein Umschalten zum defmihanotyp. Diese
Zellen kdnnen Knochenmark mit sogenanmbettilineage Langzeit-Hamatopese in primaren
und sekundaren Empfangern ausbilden. Dies zeigt, dass sich primi@s ldus ES-
Zelldifferenzierungen zu definitiven HSCs entwickeln kénnen und damiesworragendes
Modell fir Knochenmarksbildung durch Transplantation von ES-Zellen darstellen.

Eine Gefahr der genannten Methoden ist, dass durch die proliferataersiden Faktoren

eine Ausbildung von hamatopoetischen Tumoren erhoht ist.

1.3. Neuronale Differenzierung embryonaler Stammzégn

Das Generieren von neuronalen Zellen ist ein weiteres Anwendungsgdbre
Regenerativmedizin, um spezifische Gewebedefizite zu behandeln.

Verfahren zur Differenzierung muriner ES-Zellen zu neuronalgie@ wurden unabhangig
von drei Gruppen (Bain et al. 1995; Fraichard et al. 1995; Strubing &94&l) fiubliziert. Die
spontane Differenzierung von ES-Zellen zu neuronalen Zellen ohne @adigzlich
fordernder Faktoren ist limitiert (Strubing et al. 1995). Strategidie eine neuronale
Differenzierung fordern, beinhalten die Applikation von Retinoinsaur&) (Bain et al.
1996), eineggenetische Selektions-Strategie neuronaler Vorlaufeegge Selection) (Li et al.
1998), sowie der Einsatz von differenzierungsfordernden Aktivitdten aenaen Zelllinie
PAG in Koinkubationsexperimenten (Kawasaki et al. 2000).

Eine effiziente neuronale Differenzierung durch Applikation hoher n@etsdure (RA)-
Konzentrationen (siehe auch Abschn. 1.4) konnte durch Expression neurospeziisober
Proteine, von lonen-Kandlen und Rezeptoren, sowie von neuronalem Geweberin eine
entwicklungstypischen Art und Weise nachgewiesen werden (Fraichdrd @9%).

Durch eine genetische Selektion neuronaler Vorlaufer in Kombinatidn emer RA-
Behandlung kdnnen hochreine neuronale Zellen selektioniert werden (Li et al. 1998).
Der Nachteil der durch RA-Einwirkung erzeugten Neuronen ist einschbénkte

Uberlebenskapazitat und ein limitiertes Entwicklungsmuster (Plachita2€04).
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Desweiteren schlie3t die Teratocarcinogenitdt von RA therapkeatid\pplikationen aus
(Rohwedel et al. 1999).

Unabh&ngig von einer RA-Induktion kdnnen Neuronen durch eine Co-Kultur von ES-Zel
mit PA6 stromalen Zellen in Serum-freien Medium (Kawasaki et al. 2000) genedrden.
Alternativ zur RA- und stromalen Induktion wurden Differenzierungsjuaite etabliert, die

in multiplen Schritten durchgefihrt werden. Zunachst wird naciBidigung von EBs Serum
entzogen, um eine mesodermale Differenzierung zu inhibieren. DokfeRation von
neuronalen Vorlauferzellen wird dann durch die Gabe von Wachstumsfaktioessesbasic
Fibroblast Growth Factors (bFGF) und deg&pidermal Growth Factors (EGF) induziert.

Nach der neuronalen Induktion konnte eine signifikante VerbesseruGgmarieren und im
in vitro Uberleben von dopaminergen Neuronen, durch eine Behandlung mit neuro-
trophischen Faktoren in Kombination mit tberlebensfordernden Faktoremtetkelikin-113
und der von einer Glia-Zell-Linie abgeleiteten neurotrophischen Faktddewrturin,
Transforming Growth Factor-beta (3) und dibutyryl-cyclic AMP, erreicht werden. Dabel
kénnen die neuronalen Marker Nurrl und Tyrosine Hydroxylase (TH), soavedlel die
Expression des anti-apoptotischen Gens bcl-2 verstarkt nachgewiesgen (Rolletschek et
al. 2001).

Mit weiteren neuronalen Differenzierungsprotokollen konnten neben dopannirdegeonen
durch Analysen spezifischer Genexpression und elektrophysiologis&tedien an
generierten neuronalen Zellen, alle drei Hauptzelltypen dasriseNeuronen, die positiv fur
die Neurotransmitter: Dopamin, GABA, Serotonin, Glutamat und Cholin @adh et al.
1995), sowie Astrocyten (Fraichard et al. 1995) und Oligodendrocyten @ngehl. 1998)
erzeugt und nachgewiesen werden.

Das Vermdgen der Eingliederung neuronaler Vorlaufer in estbpnde Gewebsareale wurde
in Transplantationsexperimenten bewiesen. Implantierte, von murinerellE®-Abgeleitete
dopaminerge Neuronen konnten in einem Parkinson-Rattenmodel (Kim et al.[Cxf(x2e
ausgleichen, die durch einen Dopaminmangel verursacht wurden. In &dmdchen
Herangehensweise wurden aus murinen ES-Zellen zuerst VorlaufeDhgodendrozyten
und Astrocyten hergestellt und dann in ein Ratten-Model des hunayseyelinating
Pelizaeus-Merzbacher Disease implantiert. Die resultierende Remyelinierung von Axonen
fuhrte zu einer Erholung des pathogenen Phanotypus in den behandelén(Bristle et al.
1999).
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Desweiteren wurden GABA-Neuronen in einétuntington Disease Modell (Dinsmore et al.
1996) und Oligodendrocyten-Myelinierung von Empfangeraxonen nach Transplantat
Nagern mit Ruckenmarksverletzung (McDonald und Howard 2002) nachgewiesen.
Diese Transplantations-Experimente zeigen, dass ES-Zellen veenvolle Quelle fir
Transplantationen spezifischer neuronaler und Gliazellen sind und miiseh¢ Anwendung
in greifbare Nahe rickt.

Es muss jedoch noch gezeigt werden, dass die durch ES-ZelleDfferung generierten und
transplantierten neuronalen Zellen im umgebenden Gewebe bestehdmeuRdnktion Uber
eine langere Periode (mehrere Monate bis Jahre) aufrechterhalten konnen.

1.4 Einfluss von Retinoinsaure auf die ES-Zell Diffrenzierung

1.4.1 Entwicklungsbiologische Rolle von Retinoinsauna vivo

Das Vitamin A Derivat Retinoinsaure (RA) spielt wahrend d&nbryogenese eine
bedeutende Rolle bei der Ausbildung der anterior-posterioren Korperaehseo wird die
morphogene Wirkung zur Induktion von Differenzierungsprozessen in embryonalen
Stammzellen genutzt.

Eine physiologische Rolle von Vitamin A als Nahrungsmittelkomponemie eine Be-
teiligung am Sehzyklus (Rhodopsin) ist seit Anfang des letzten Jahrhunderts bekannt.
Mangel an Vitamin A wahrend der Schwangerschaft oder der frihenapalsn Phase
resultiert in Fehlbildungen. Solche Mangelerscheinungen konnten durchré&lenalmg von
Retinoinsaure, der biologisch aktiven Form von Vitamin A verhindert werden.

Im Kontrast zur Vitamin-A-Unterversorgung besitzt RA bei Benbryonalentwicklung von
Vertebraten eine zeit- und dosisabhéngige teratogene Wirkung. Esserar Gebrauch von
RA wahrend der Schwangerschaft verursacht Fehlbildungen, vor allem a&pofdzialen
Strukturen, inklusive des ZNS (Lammer et al. 1985), muriner Gliedmafachdr et al.
1973) und des humanen Axialskelettes (Sive et al. 1990).

Neben Faktoren der FGF- und Wnt-Familien (Pownall et al. 1996)AsirRder Ausbildung
der anterior-posterioren Koérperachse beteiligt (Gruss und Ké&8€dl, Kessel und Gruss
1991). Die Feststellung, dass RA zu einer verstarkten posterioreicEong fuhrt, basierte
zundchst auf Studien exogener RA-Behandlungen von VertebratenembryBeen.
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Zebrafischen verursacht eine RA-Applikation wahrend der EmbryogemieseVerkirzung
des Kopfes, sowie den Verlust von Augen und Hirnstrukturen (Durston et al. 1998).
Dafir verantwortlich sind Hox-Gen kodierende Transkriptionsfaktorem,ittie Funktion
Uber konservierte Homeodoméanen ausiben. Im Genom sind die Hox-Gene imnCluste
arrangiert und ihr Expressionsmuster ist entlang der dorsalere Adasert, so dass die 3'-
lokalisierten Gene friher in der anterioren Region exprimiertdiad’-lokalisierten Gene
spater in der posterioren Region exprimiert werden (Boncinelli et al. 1993).

Hoxa-1, Hoxb-1, Hoxc-1 und Hoxd-1 besitzen Résponse-Elemente (RARE) in ihren
regulatorischen Promotor-Bereichen, die von nukledren RA-Rezepi®AdRs und RXRS)
(siehe auch Abschn.1.4.2) gebunden werden, die die Transkription der R#évsani€iox-
Gene regulieren (Marshall et al. 1994; Dupe et al. 1997; Gould et al. 1998).
Behandlungen von Ma&auseembryonen mit exogenem RA im Uterus verursacien e
Verschiebung des Hox-Genaktivitats-Musters. So wird Hoxb-1 (normeaileevexprimiert im
Rhombomer 4, R4), in anteriorer Richtung verschoben und in R1-3 exprmeekterursacht
dadurch eine homeotische Transformation im Hinterhirn (Metencephalomnjge seine
Posteriorisierung des kraniofazialen Skelettes, abhangig von deretoazon und des
Embryonalstadiums zum Zeitpunkt der RA-Applikation (Abb.1.4).

Diese Studien fuhrten zur Annahme, dass ein RA-Gradient entlakpdegrachse zu einem
Posteriorisierungssignal mit einem breiten Effekt auf die Her-&xpression und das
Zellschicksal im ZNS fuhrt (Maden 1999).

Um den Effekt von RA-Mangel zu untersuchen, wurden Mutationsamalyse Enzymen
durchgefuhrt, die an der RA-Synthese beteiligt sind, z.B. die Ridgimgdedehydrogenasen
(RALDHs). RALDH2 wird posterior in frihen Vertebratenembryonen (zi8 Huhn)
exprimiert (Swindell et al. 1999).oss of Function Mutationen zerstdren die Hinterhirn-
Segmentation, beeinflussen aber nicht die Vorderhirn- (Telencephalod Mittelhirn-
(Mesencephalon) Entwicklung (Neiderreither, 2000). In RALDH2-Mutantennkiors im
Hinterhirn zu einer posterioren Hoxb-1 Expression, die eine ExpansoRliembomers 4
aul3erhalb der normalen Doméane R4 induziert (Abb. 1.4). Diese Ergebeigea, dass bei
der Abwesenheit von RALDH2 die posteriore Hinterhirnregion eine Qtaistik von R4
annimmt. Dies bedeutet, dass die Posteriorisierung von Retinoiden swfidi@rhaupt
begrenzt ist und keinen Einfluss auf die ZNS-Entwicklung zu habemscivee es durch die
klassischen Studien mit RA-Behandlung nahegelegt wurde (Schilimag Knight 2001).
Diese Annahme wird von einer friheren Studie bestatigt, di¢ zieigs RA keine posterioren
Hox-Genein vitro induziert (Simeone et al. 1991).

15



1. Einleitung
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otx | | C———————1 Hoxb2
l ; L1 Hoxbl

(b)

RA treated

{(c)
RALDH?2—/—

Abb.1.4: Rolle von RA im anterior-posterior Muster im Vertebratenmodel Zebrafisch

Die Abbildung zeigt den Kopf eines Zebrafischembryonen, links anterior, rechésipost

a) die Haupthirnregionen, inklusive Vorderhirn, Mittelhirn und die Rhombomrieié des
Hinterhirns,

b) die anteriore Verschiebung des Hox-Genaktivitdtsmusters naem@ehg mit 10 M RA

und

c) der Phéanotyp der Expansion von r4 von Zebrafisch- und Maus-Mutanten der
Retinaldehyddehydrogenase 2 (RALDHyeckiess im Zebrafisch) in der die RA-Synthese
unterbunden ist (Schilling und Knight 2001).
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1.4.2 Signalweg der Retinoinsaure

Der molekulare Mechanismus der RA-induzierten Signalkaskade ist wehesid aufgeklart.

Er wurde von Chambon zusammengefasst (Chambon 1996) und ist in Abbildung 1.5
dargestellt. RA Ubt seine hormonelle Wirkung durch Aktivierung ze#ul&RA-Binde-
Proteine Cellular Retinoic Acid Binding Proteins, CRABPS) aus, dabei weisen die beiden
Isotypen CRABPI und CRABPII keine funktionellen Unterschiede auf umdl feinktionell
gegeneinander austauschbar, also redundant (Gorry et al. 1994)d&aB\-induzierten
Aktivierung interagiert CRABP mit nuklearen RA-Rezeptoren veestdmer Isotypen
(Retinoic Acid Receptor, RAR a, 3, y und RXR a, 3, y). Die Bindung von CRABP an die
nukleéren Rezeptoren ist dabei abhangig von der RA-Isoform, allRansndet an RARs
und die 9-cis Form an RXRs. Die nukledren Rezeptoren RXRs bilden Hoeredibzw.
RAR/RXR-Heterodimere, die an spezifische DNA-Binde-Doméanen binden RA-
Response-Elementen, die aus Wiederholungen (direktdétepeats) der Sequenzen
PUuG[G/T]TCA bestehen und durch 1, 2 oder 5 Basenpaare separiedpstnehm der
Targetgene lokalisiert sind.

Zwischen den einzelnen Komponenten ergeben sich vielfaltige Mogliehkeiter
Kombination, wie durch die verschiedenen RA-Rezeptor-Isotypen undostsai, durch
verschiedene RA-Isoformen (ATRA, 9-cis), sowie durch Interaktion \kiiveam RXR-
Homodimeren, bzw. von RXR/RAR- Heterodimeren mit anderen nukledregptezn, die
die Genexpression regulieren. Dabei ist die Expression verschidglaRelsotypen wahrend
der Differenzierung gewebespezifisch.
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Abb.1.5: Die RA-Signal-Kaskade

Nach Bindung von all-trans RA wird CRABP zum nukledren Rezeptor RAR und 9-cis RA
zum RXR transferiert. RAR/RXR-Heterodimere (oder RXR/RXR Homod#nkeinden via
DNA-Binde—Domane an RA&Response Elemente (RARE) in der Promotoregion von
Zielgenen (nach Chambon 1996, aus Rohwedel et al. 1999).

1.4.3 RA-induzierte Differenzierungin vitro

RA Ubtin vitro einen konzentrations- und zeitabhangigen Effekt auf die Differemgevon
ES-Zellen aus (Wobus et al. 1997). Konzentration vod & 10° M RA fordern die
neuronale Differenzierung von ES-Zellen, wenn diese wahrend siene?2 Tage der EB-
Entwicklung appliziert werden. Eine Entwicklung von Cardiomyozyten wabei inhibiert
(Strubing et al. 1995).

Der Mechanismus der neuronalen Induktion durch eine RA-Behandlunghstvoltstéandig
aufgeklart. In vivo Studien zeigen, dass die neuronale Induktion und Posteriorisierung
unabhangige Ereignisse sind (Kolm und Sive 1997). Eine neuronale Induktion Kdoncie
Faktoren, wie Noggin, Chordin oder Follistatin geférdert werden, indenBlEIPs Bone
Morphogenetic Proteins) inaktivieren (Piccolo et al. 1996; Kolm und Sive 1997). Die
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Abwesenheit von BMPs konnte ausreichen, eine neuronale Differengieu induzieren
(Hemmati-Brivanlou und Melton 1997).

Entsprechend der Inhibierung der cardialen Differenzierung, iesutie Posteriorisierung
durch RA mdglicherweise aus Mangel an mesodermalen Vondwdes denen sich Cardio-
myocyten entwickeln.

Eine spatere Behandlung von EBs mit®181 RA von Tag 2 bis 5 filhrt wiederum zu
Neurogenese und Inhibition der Cardiogenese, aber zusatzlich nv&kigettmuskeln
(Wobus et al. 1997) und Adipozyten (Dani et al. 1997) induziert. Skelettusiel
Adipozyten stammen vom dorsalen somatischen Mesoderm ab und haben mdglsehdenei
gleichen mesodermalen Vorlaufer (Taylor und Jones 1979), wobei Cgatigten von
lateralem Mesoderm abstammen. Die Inhibierung von Cardiomyodiech eine RA-
Behandlung zwischen Tag O bis 2 und 2 bis 5 fallt mit den Expressigmsanader
mesodermalen Marker Brachyury und BMP-4 zusammen (Rohwedel #998). Nach 5
Tagen wird die myogene und adipogene Differenzierung durch eine RAx#ahg
inhibiert, die Differenzierung zu cardialen (Wobus et al. 1997) undkwégn
Glattmuskelzellen aber induziert (Drab et al. 1997). Dabei ist ld@uktion von
Cardiomyocyten durch eine geringere Dosis (M RA) effektiver. Die Applilation nach 5
Tagen bewirkt also den entgegengesetzten Effekt auf die ESHée#ldzierung, im
Vergleich zu einer RA-Behandlung am Tag 2.

Auch inin vivo-Experimenten konnte ein zeitabhangiger Effekt beobachtet werdeahio f
eine Behandlung von Mausembryonen am Tag 8.5 zu einer Anteriorisienukgrgerachse,
wahrend eine Vergleichsbehandlung am Tag 7.5 eine Posteriorisiadumert (Krumlauf
1994).
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1.5 Herausforderungen und Probleme der Differenziaing embryonaler
Stammzellen

Fur eine erfolgreiche gewebespezifische Integration und Funktion vderediierten
Vorlauferzellen muss eine hoéchstmoégliche Reinheit einer spezén Zellpopulation
gewahrleistet sein. Zum einen muissen undifferenzierte ESaZailé Grund ihrer Tumor-
genitdt (Thomson et al. 1998) eliminiert, zum anderen die gewlnschedtypén
selektioniert werdernL{neage Selection).

Eine Mdglichkeit der Selektion von spezifischen Zelltypen ist dielitining eines Resistenz-
gens unter der Kontrolle eindeeage-spezifischen Promotors, der durch entsprechende
Differenzierung aktiviert wird. Mit dieser Strategie konntenetial., die eine Neomycin-
Resistenzkasette im neurospezifischen SOX2-Zielgen in murineZeleh einfligten,
hochreine neuronale Vorlaufer selektionieren (Li et al. 1998). Eiteves Verfahren ist die
Selektion mittels Durchflusszytometrie, z.B. mittels EGFP-A#it unter der Kontrolle des
cardialem o-Aktin-Promotors, oder mit fluoreszierenden Antikorpern, die speh#isc
Oberflachenantigene binden, wie sie hdmatopoetische Linien exmmiidole et al. 1996).
Eine Kombination der genannten einzelnen Methoden ermdéglicht héchstreinatogul,

die fur Transplantationen genutzt werden kdnnen.

Voraussetzungen fir das Nutzen von ES Zellen zur Geweberegeneratio

Ein weiteres Problem, dass es zu l6sen qilt, ist die Abstosgakyen transplantierter
Organe oder Gewebe, wie sie bei allen transplantierten Gavwab®eobachten ist, wenn
Spender und Empfanger nicht zu 100% immunologisch kompatibel sind. Moglichézéns

die dieses Problem ldsen konnten, sind die Behandlung mit Immunsuppresiva, die
Eliminierung immunogener Faktoren z.B. der MHC-I Expression, sowié€seéagrieren von
autologen Spender-Zellen mittels ,therapeutischer cloning §iedt@anza et al. 1999), wie

sie beim ,Kreieren* des Schafes ,Dolly* (Wilmut et al. 1997) angewanaottie:
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1. Einleitung

1.6 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die Anwendung und Entwicklung neuer Verfahren zur Anahe

Differenzierung muriner embryonaler Stammzellen.

Es sollten die Einsatzmoglichkeiten dakesp arrays (W. Kammer, Patent), eines System zur

Aggregation von Stammzellen, fir Anwendungen der Stammzellbiologie dargestelén.

Darunter Verfahren, die durch den Einsatz doop arrays erméglicht werden, wie:

1.

a bk~ 0N

die visuelle Dokumentation der EB-Entwicklung

die automatisierte Aufnahme und Messung erzeugter EBs

die Entwicklung spezifischer Differenzierungsprotokolle

die praparative Isolation von Zellkernen

die proteomische Detektion von nukledren Proteinen, die bei der durch Retinoinséaure

induzierten Differenzierung spezifisch reguliert werden.
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2 Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1 Abkirzungen

M9
2D

Abb.
AP

APS
AS

ATRA

B27
BFC-E
BIS
BSA
CFU
CRABP

C-terminal
DA

DMEM
DMSO
DNA
DTT

EB
ECM
EDTA
ES-Medium
ES-Zelle
FBS
FGF-4
Flk1
GAPDH
Gata 4
Gatal
GFAP

h

H&E
H20
HCI
HSP
ICM

IEF

IL

Mikrogramm
zweidimensional
Abbildung

alkalische Phosphatase

Ammoniumpersulfat
Aminosaure

All-trans Retinoinsaure

Mediumsupplement fir eine serumfreie Kultur von Neuronen
Blast Forming Colony-Erythrocyte

Methylenbisacrylamid

Rinderserumalbumirnovine serum albumin

colony forming unit

Cellular RA Binding Protein

carboxy-terminal
drop array

Dulbecco's Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Dithiothreitol

embryoid body

Extrazellulare Matrix
Ethylendiamintetraessigsaure
Medium fur die Kultur embryonaler Stammzellen
Embryonale Stammzelle

fotales Rinderserurfetal bovine serum
Fibroblastenwachstumsfaktor 4
Fetal Liver Kinase 1

Glyceral dehyde-3-phosphate dehydrogenase

Transcription factor GATA4

Transcription factor GATA 1

Glial Fibrillary Acidic Protein
Stunde/n hour/s

Hamalaun und Eosin

Wasser

Salzséaure

Heatshock Protein

innere Zellmasse

Isoelektrische Fokussierung

Interleukin
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IPG

ITSFn
k.o.

kDa

LIF
LIF-R
MC-CPA
MCP

MEF
MEM

MilliQ
min

N2
NacCl
NaOH
No, Nr
NP40
NPM
N-terminal
Oct-4
oD

P
PAGE
Pax 6
PBS
pH

pl
PMMA
RA
RARE
rh
rmSCF
RNA
rpm
RT
RT-PCR

SCL
SDS
R-H1
STAT3
Tab.
TCA
TEMED

Tris

Immobiline Dry-Strip

Insulin-Transferin-Selenium Fibronectin
knock-out

Kilodalton

leukaemia inhibitory factor

LIF-Rezeptor
Mastzell-Carboxypeptidase-A

Mast Cell Protease

embryonale Fibroblasten der Maus
Modifid Eagle Medium

Wasser aus Reinstwasseranlage von Millipore

minute/s

Stickstoff

Natriumchlorid

Natronlauge

Nummer

nonidet P40

Nucleophosmin

amino-terminal

Octamer Binding Protein 4

optische Dichte

Passage

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Paired box protein Pax-6

phosphate buffered saline

negativer dekadischer Logarithmus der H+-Konzentration
Isoelektrischer Punkt
Polymethylmethacrylat

Retinoinsaure

RA Response Element

rekombinant human

rekombinant murine Stem Cell Factor
Ribonukleinsaure

Umdrehungen pro Minute, rounds per minute
Raumtemperatur

rever se transcription polymerase chain reaction
Sekunde/n, second/s

stem cell leukemia protein, auch Tal
Natriumdodecylsulfagodium Dodecyl sulfate
Embryonales 3-Globin

signal transducers and activators of transcription
Tabelle

Trichloroacetic acid, Trichloressigsaure

N,N, N',N'- Tetramethylethylendiamin
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

23



2 Material und Methoden

U Unit

U.N. Uber Nacht
usw. und so weiter
uv ultraviolett

V Volt

viv volume/volume
wiv weight/volume
wt wildtyp

2.2 Chemikalien- und Verbrauchsmaterialienverzeichis

2.2.1 Chemikalien

(Tri)-Natriumzitrat x 2 H20
2-Butanol

4% Paraformaldehyde
Aceton

Acetonitril (ACN)
Acrylamid

Agarose
Ameisensaure

Ammoniumpersulfat (APS)
Amoniumhydrogencarbonat
APS
N’N-Methylenbisacrylamid

Bradfordreagenz (Rothiquant)

Bromphenolblau
BSA
Citronensaure

Coomassie G-250

DHB (2,5-Dihydroxybenzoesaure)
Di-Natriumhydrogenphosphat

DMSO (Dimethlsulfoxid)
Dithiothreitol (DTT)
EDTA

Eosin-L6sung
Essigsaure (Eisessig)
Ethanol 99,9%, vergallt

Formaldehyd p.a. 37% mit 10% Methanol
Glycerin, wasserfrei

Glycin
Hamalaun-L6sung
Harnstoff

HCI

lodacetamid

VWR
Roth

Roth
Merck
VWR

Amersham

Invitrogen
VWR

VWR
VWR
VWR
VWR

Roth

VWR
Applichem
VWR

VWR

VWR
VWR

Sigma
VWR
Merck
Roth
VWR
Chemikalienlager Tubingen

VWR
Roth

VWR
Roth
VWR
VWR
VWR
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lonomycin VWR

MilliQ Wasser Millopore
Na-Carbonat VWR

NaCl Merck
Na-thiosulfat VWR
Natriumacetat-trinydrat VWR
Natriumhydroxid VWR
Natriumthiosulfat VWR

NP-40 VWR

Ondina G 17 (medizinisches Weil36l) Shell
Paraformaldehyd 4% Roth
Pharmalyte Amersham
Saccharose Roth
Schwefelsaure VWR
SDS-Pellets Serva
Silbernitrat Schreiber
3-Mercaptoethanol Sigma

TCA VWR

TEMED VWR

TFA VWR
Tris-Base Sigma
Tris-HCI Sigma

Triton X-100 Roth
Tween20 Roth
Zitronensaure VWR

2.2.2 Gerate und Werkzeuge
Agarose-Gelelektrophorese-Kammer BioRad
Cryostat Leica CM 3000 Leica
Dumont-Pinzetten F-S-T Fine Science Tools
guadropole TOF Massenspektrometer: Qstar Pulsar | Applied Biosystems
EXQuest Spot Cutter BioRad
MALDI: Reflex Ill MALDI-TOF Bruker Daltonic
Mini Trans-Blot BioRad
MiniProtean BioRad
Multiphor I Amersham Pharmacia
PROTEAN Plus Dodeca Cell BioRad
Sicherheitswerkbank Heareus
Zellinkubatoren Heareus
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2.2.3 Kits, Standards und Enzyme

1 Kb Plus DNA Ladder

Alkaline Phosphatase Detection Kit

DNAse: Benzonase (100.000U)
ECL Plus

Hoch- und Niedermolekularstandart

JumpStart REDTaq ReadyMix
Methocult

Vectashield Mounting Medium mit und ohne DAPI

O.C.T. Einbettungskomponente
Omniscript
Pharmalyte pH 3-10

Prestained Protein Ladder: Page Ruler

Invitrogen (10787-026)

Chemicon (SCR004)

Merck (101695)
Amersham (RPN2132)

Amersham (17-0446-01, 17-0615-01)

Sigma (D6442)
StemCell Technologie (GF M3434)

VectorLabs (H-1000, H-1200)

Tissue Tek
Qiagen (205111)
Amersham (17-0456-01)

Fermentas (SM0671)

ProteoGel IPG Strips pH 4-7, linear Sigma (14156)
Retinoinsaure Sigma (R2625)

RNeasy Mini Kit Qiagen (74104)

Trypsin (sequenzing Grade) Promega (V5111)

2.3 Antikorper

Antikorper Beschreibung Hersteller
Primare AK

Nucleolin Rabbit polyklonal Sigma, N 2662
Nucleophosmin/ NPM B23 Mouse monoklonal Sigma, B 0556
Glial Fibrillary Acidic Protein Rabbit polyklonal Chemicon, AB 5804
Anti-B-Tubulin Isotype 11l Mouse monoklonal Sigma, T 8660
RC2 Mouse polyklonal DSHB
Sekundare AK

Goat Anti-Mouse

Alexa Fluor 488

Molecular Probes

Goat Anti-Rabbit

Alexa Fluor 555

Molecular Probes

Goat Anti-Mouse IgG

Peroxidase Conjugate

Sigma, A4416

Mouse Anti-Rabbit Clone RG-96

Peroxidase Conjugate

Sigma, A 1949

Tabelle 2.1: Ubersicht der verwendeten primaren und sekundaren Aikorper
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2.4 Oligonukleotide fur die RT-PCR

Name Sequenz (5'--3") Produktlange | Tm (C°)
(bp)

Pax-6 fw: |AGACTTTAACCAAGGGCGGT 588 59
bw: | TAGCCAGGTTGCGAAGAACT

NESTIN fw: | GGACAGGACCAAGAGGAACA 599 58
bw: | TCCCACCTCTGTTGACTTCC

OCT-4 fw: |GGCGTTCTCTTTGGAAAGGTGTTC 293 58
bw: | CTCGAACCACATCCTTCTCT

GATA-4 fw: |CTCCTACTCCAGCCCCTACC 591 58
bw: | GTGGCATTGCTGGAGTTACC

GAPDH fw: |ACCTCAACTACATGGTCTAC 801 54
bw: | TTGTCATTGAGAGCAATGCC

B-TUBULIN I |fw: |TAGTGGAGAACACAGACGAGA 442 58
bw: | CTGCTGTTCTTACTCTGGATG

Brachyury fw: | GAGAGAGAGCGAGCCTCCAAAC 230 56
bw: | GCTGTGACTGCCTACCAGAATG

mMCP-1 fw: |CCAGGTCTGTGTGGGAAGTT 233 62
bw: | GCTCTGGCTTGGAGAATCTG

mMCP-2 fw: |ATCAAGCCTGGGAAGATG TG 353 55
bw: | CTGACTCAGGCTGGTTAGGC

mMCP-4 fw: |TGCCTCGTCCTTCTGACTTT 278 59
bw: | CATCTCCGCGTCCATAAGAT

mMCP-5 fw: |AGCTTGAGGTGGAAAAGCAA 368 58
bw: | CTATCCCAGCACACAGCAGA

mMCP-6 fw: |ACTGGATCCACCGCTATGTC 235 60
bw: | AGAAGAGAGGGAGCCACACA

mMCP-8 fw: |GTGGGAAATCCCAGTGAGAA 240 59
bw: | GACAACCATACCCCAGGATG

mMCP-9 fw: |TGATGCCCTCACACTGGTTA 296 59
bw: | CCATGATGAGGTGGTGACTG

mMCM-CPA fw: |GGCATCAAACACACATTTGC 320 55
bw: | TTTTAAAGTGGGGCTGTTG

Gata-1 fw: |GAT GGA ATC CAG ACG AGG AA 469 64
bw: | CAGCAGAGGTCCAGGTCCAGGAAAAG

Flk-1 fw: |TTCTCGTACGGACCGTTAAGC 530 60
bw: | TTTCAGATCCACGGAGAGCTC

CD41 fw: |TCAAGACTCCCTGAATCCAACAC 359 61
bw: | GGGCTCCTCCAGTCTCTTCT

SCL fw: |ATTGCACACACGGGATTCTG 58.9 321 50
bw: | GAATTCAGGGTCTTCCTTAG

3-H1 fw: |AGTCCCCATGGAGTCAAAGA 265 58
bw: | CTCAAGGAGACCTTTGCTCA

Tabelle 2.2: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide
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2.5 Zelllinie

Maus ES-Zelllinie 3a, einer von E14-1 abstammenden Linie mit lox@Puaigebenden Sri-
Allel und einer Neomycin-Resistenzkasette (Srf flex 1 new/Xleeo) (Wiebel, Rennekampf,
Kammer, unveroffentlicht).

Die Zelllinie wurde generiert, weil eine konstitutive, homozygotdetion des murinen srf-
Gens zu einer embryonalen Letalitat im Zeitraum des Stadd@sfuhrt. Um konditionelle
k.0.-Mause herzustellen wurde das Exon 1 des srf-Gens gentechnisch szienpdifiss
dieses Exon durch die Cre-Rekombinase entfernt werden kann. Dazu imufdeind 3'-
Bereichs des Exon 1 sog. loxP-sites eingefuhrt (Abb. 2.1) (Wiebal. €002). Durch
gewebespezifische oder zeitversetzte Deletion des SisAHat dem Cre/loxP-System
kénnenin vivo auch SRF-defiziente Embryonen eines spateren Stadiums, sowe Méduke
untersucht werden.

Die genetische Manipulation der ES-Zellen hatte fur die durdhgein Differenzierungs-

experimente keine Relevanz, sie verhielten sich wie wildtypische Zellen.

Lokus

M /
Wildtyp- _______[:._L_.,e___l__

“targeting’- I
Konstrukt

Erkennungssegquenzen
der Cre-Rekombinase

Srf-flex1neo

'f Jr
/S gfe-vemittelte
i/ " Exzision

Ex2 Ex3
Srf-’x _—_H—h

Abb. 2.1: Schematische Darstellung der "gene targeting” Strategie zuterstellung von
Srf flexlneo ES Zellen (Wiebel et al. 2002)
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2.6 Zellbiologische Methoden

2.6.1 Zellkultur-Medien

2.6.1.1 ES-Zellmedium und Differenzierungsmedien

ES-Medium

DMEM ohne Natriumpyruvat, mit 4,5 g/l Glucose, pH 6,8-7,5 (PAA, E15-810)
1x nichtessentielle Aminosauren in MEM

15% (v/v) FBS

100 mmol/l Pyruvat

2 mmol/l L-Glutamin

100 pmol/IB-Mercaptoethanol

100 U/ml Penicillin

100 U/ml Streptomycin

1000 U/ml LIF

Medium-Komponenten:

Natriumpyruvat: (PAA, S11-003)
100 mM

L-Glutamin mit Penicillin/Streptomycin (PAA, P11-013
200 mM L-Glutamine
10000 U/ml Penicillin G Natriumsalz
10000 pg/ml Streptomycin-Sulfat
in 0,85% Saline

nichtessentielle Aminosauren100x (PAA, M11-003)
90 g/l L-Alanin
1320 g/l L-Asparagin
1330 g/l L-Asparaginsaure
1470 g/l L-Glutaminsaure
750 g/l Glycin
1150 g/l L-Prolin
1050 g/l L-Serin

FBS: Foetal Bovine Serum, Fotales Rinderserum
Mycoplasmen-, Virus- und Endotoxin-getestet (Lot No: A01121-377)

3-Mercaptoethanol (Sigma, M-7522)

LIF (Leukemia inhibitory factor) (Chemicon, ESG1107)
10" U/ml, Endkonzentration 1000 U/ml
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Medium-Komponenten Menge in ml
DMEM high glucose ohne Na-Pyruvat 506
FBS, sofort aliquotiert eingefroren, 15% 94
(vor dem Inaktivieren 3-4d bei 4°C aufgetaut)

Na-Pyruvat (100mM) 6,25
L-Glutamin (kein Glutamax) 6,25

Nichtessentielle Aminosduren 6,25
Pen/Strep 6,25
3-Mercaptoethanol (1:1,000) 0,625
Lif (1:10.000), Endkonz: 1.000 U/ml (ESGROW 0,0625

Tabelle 2.3: Pipettierschema des verwendeten ES-Zellmediums
LIF wurde dem ES-Medium direkt bei der ES-Zellerhaltung (Abschn. 2.6.2) applizier

ES-Medium fir Live-EB-Imaging

Bei Verwendung des Live-EB-Imaging-Systems (Absch. 3.2.1) wurde DMEM ohne
Phonolrotzusatz (GIBCO, 21063-029) verwendet.

Losungen fir die ES-und EB-Kultur

PBS (PAA, H15-002)
137 mM NacCl
2,7 mM KCI
4,3 mM Na2HPO4
1,4 mM KH2PO4
pH 7,4

Gelatine (Sigma, G1890)
Typ A aus Schweinehaut
0,2% in PBS

Trypsin/EDTA (PAA, L11-004)
0,5 g/l Trypsin
0,2 g/ EDTA
in gepufferter Saline

Einfriermedium
20% (v/v) Dimethylsulfoxid
80% (v/v) FBS

Saline
aquiosmolar zum ES-Medium, mit einem Partikelz&hler auf 7,05 Partikel eiftgeste
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Neuronales Differenzierungsmedium
Im Unterschied zum ES-Medium betragt die FBS-Konzentration 10%

Komponenten Menge in ml
DMEM high glucose ohne Na-Pyruvat 506,0
FBS, sofort aliquotiert eingefroren, 10% 58
(vor dem Inaktivieren 3-4d bei 4°C aufgetaut)

Na-Pyruvat (100mM) 5,5
L-Glutamin (kein Glutamax) 55
Nichtessentielle Aminoséuren 5,5

Pen/Strep 5,5
3-Mercaptoethanol (1:1,000) 0,58

Tab.2.4: Zusammensetzung des neuronalen Differenzierungsmediums

ITSFn Medium
DMEM/F12 (1:1), (Invitrogen, 11320-074)
Insulin-Transferin-Selenium-A (100x ),(GIBCO, 51300)
2 mM L-Glutamin
Fibronectin (Sigma, F1141) 1mg/ml

N2 Medium
DMEM/ F12 (1:1), (Invitrogen, 11320-074)
N2 Supplement (GIBCO,17502-048)
2 mM L-Glutamin

B27 Medium
Neurobasal Medium (GIBCO, 21103)

B27 Supplement (50x ),(GIBCO, 17504)
2 mM L-Glutamin

2.6.1.2 Losungen fur die ES-Zelldifferenzierung

Neuronale Differenzierung

Laminin 1 pg/ml (Life Technologies)

Trypsin 0.05% (w/v) in 0.05% (w/v) EDTA/PBS(Sigma)
50 mg Trypsin in 100 ml PBS mit 50 mg EDTA |6sen, aliquotieren bei -20°C lagern

Poly-DL-Ornithine hydromromide (Sigma, P-8638)
Stocklésung: 0,5 mg/ ml in Borat-Puffer ( 150 mM, pH 8,3 mit NaOH)
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2.6.2 Zellkultur muriner ES Zellen

Reagenzien:
ES-Medium

0,2% Gelatine in PBS
LIF (ESGROW)

ES-Zellen wurden bei 37°C, 5% GQind gesattigter Luftfeuchtigkeit auf mit Gelatine
beschichteten Kulturschalen in ES-Medium mit LIF (1.000 U/ ml) keha Zum
Gelatinisieren wurden die Kulturschalen fur mindestens 30 mir0ja¢ Gelatine in PBS
behandelt und anschliessend getrocknet. Die gelatinisierten Platietenw bis zur

Verwendung und Kultivierung der ES-Zellen bei 4°C gelagert.

2.6.3 Passagieren muriner ES-Zellen

Reagenzien:
ES-Medium

Trypsin/EDTA

LIF (ESGROW)
Alle 48h wurden die ES-Zellen passagiert, dafir wurde das ES-Mealgmsaugt und die
Kulturschale einmal mit PBS (ca.10ml) gewaschen. Anschliesserdemwutie Zellen mit 1
ml Trypsin/EDTA-LOsung pro 10 cm-Kulturschale von der Oberfladigelst. Nach ca. 3
min wurde die Reaktion durch die Zugabe von frischem ES-Medium beendeZelen
wurden durch mehrmaliges Pipettieren abgespult und vereinzelglsmatiner Neubauer-
Zahlkammer gezahlt (siehe Lindl, 2000) und auf neuen Kulturschalenséugge16 Zellen
in 10 ml ES-Medium pro 10 cm-Kulturschale). Das ES-Medium wurde 1: 10.000IFn
(21000 U/ml) versetzt.

2.6.4 Einfrieren von murinen ES-Zellen

Reagenzien
ES-Medium

Einfriermedium

Die Zellen wurden wie oben beschrieben (Abschn. 2.6.3) trypsiniertiurgdniin bei RT und
200 x g (1000 U/min, Heraeus Megafuge 2.0 R) abzentrifugiert. [RierZ wurden
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anschliessend in einem angemessenen Volumen ES-Medium resuspéntiert; kaltem
Einfriermedium gemischt, in Einfrierréhrchen Gberfihrt und mit Hilfe eings mi
Isopropanol gefillten Einfrierbehalters (Nalgene) H#80°C eingefroren. Zur langerfristigen
Lagerung wurden die Einfrierrohrchen nach 1-2 Tagen in eine -150&gkihltruhe
tberfuhrt.

2.6.5 Auftauen von murinen ES-Zellen

Reagenzien:
ES-Medium

LIF (ESGROW)

Ro6hrchen mit eingefrorenen Zellen wurden zigig im Wasserba®©5€ aufgetaut. Die
Zellsuspension wurde mit 50 ml 37°C warmem ES-Medium verdinnt und fim BenR00 x

g (1000 U/min, Heraeus Megafuge 2.0 R) abzentrifugiert, um SchadiguegeZelle durch

das im Einfriermedium enthaltene Dimethylsulfoxid (Differenzigsinduktor) zu
vermeiden. Danach wurden die Zellen in 10 ml ES-Medium aufgenommen und in eine 10 cm
Kulturschale ausgesat. Nach 24 h wurde das Medium erneuert, unurdeir und tote
Zellen zu entfernen. Sobald die Zellen eine geeignete Dichtelarretten, wurden sie wie

in Abs. 2.7.3 beschrieben passagiert.

2.6.6 Alkalischer Phosphatase Nachweis

Alkaline Phosphatase Detection Kit (Chemicon, SCR004)

Kit Komponenten:
1. Fast RED Violet Solution (0,8g/I Stock)
2. Napthol AS-BI Phosphate Solution (4mg/ml) in AMPD Puffer (2mol/l), pH 9,5

bendtigtes Material:
1. Fixierung: 4% Paraformaldehyd
2. 1x Rinse-(Spul) Puffer: TBST (20mM Tris-HCI, pH 7,4, 0,15 NaCl, 0,05% Tween-
20)

Praparation der Reagenzien:

Naphthol/Fast Red Violet Solution: Mixen von Fast RED Violet Solution mit
Naphthol AS-BI Phosphate Solution und Wasser im Verhéltnis 2:1:1 (FRV: Naphthol:
Wasser) 1ml: 500ul:250u1:250pul
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Die Bestimmung der alkalischen Phosphatase- (AP) Aktivitédlgée unter Verwendung des
AP-Detektions-Kits nach Herstellerangaben (Chemicon). Dafinden ES-Zellen genutzt,
die 5 Tage nach dem Auftauen in Kultur gehalten und alle 48h passagiden. Am Tag 5
wurde das Medium abgesaugt und die ES-Zellen mit 4% ParaformpdldePBS fur 1-2
Minuten fixiert. AnschlieBend wurde das Paraformaldehyd abgesand mit 1x
Waschpuffer gewaschen. Dann wurde die Farbelésung 15 Minuten im Dunkien be
Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Absaugen der Farbeldsung und derhekVasit
Waschpuffer wurden die Zellen mit PBS Uberschichtet, um ein Aksteoczu verhindern.
Die AP-Aktivitat wurde durch Bestimmung des Anteils an AP-pasitikolonien (rote
Stammzellkolonien) gegeniber den Gesamtzellen ermittelt. n®talilen waren fir
Differenzierungsexperimente geeignet, wenn mehr als 9690,(@b) AP-positive Kolonien

bestimmt werden konnten.

2.6.7 drop array

Gestell

Abb. 2.2: Die Abbildung zeigt ein drop array mit 96 Feldern aus PMMA
Das Array liegt auf einem Metallgestell auf. Seitlich sinddrop array Haltegriffe zur
Ablage und zur Handhabung dér®p arrays angebracht.
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2.6.8 Ansatz von embryoid bodies

Materialien:
drop array
drop array-Gestell
Petri Schale 150x25 mm (BD Falcon, 351013)

Reagenzien:
ES-Medium (ohne LIF)

Saline (7,05 Partikel)
48 h nach dem Passagieren der ES-Zellen wurde das ES-Mediumugbgesheinmal mit
ca. 10 ml PBS gewaschen. Die Zellen wurden anschlief3end mit typdiffEDTA-LOsung
pro 10 cm-Kulturschale von der Oberflache abgelst. Nach ca. 3vomhe die Reaktion
durch die Zugabe frischen ES-Mediums beendet. Die Zellen wurden dwlimaliges
Pipettieren abgespult und sorgféltig vereinzelt und mithilfe eMeubauer-Zahlkammer
gezahlt (siehe Lindl, 2000).
Die ES-Zellen wurden in einer Konzentration von 1,5xéllen/ ml ES-Medium eingesetzt.
Vor Verwendung wurden didrop array-Platten (Abb. 2.2) fir 30 min mit UV-Licht auf einer
Sicherheitswerkbank sterilisiert. Ddrop array-Gestelle wurden bei 180°C gebacken und
entkeimt. Die Beladung deirop arrays erfolgte mit einer Mehrkanalpipette (Eppendorf),
dabei wurden auf ein Feld jeweils 46ul der Zellsuspension im sogemaiop-Loading-
Verfahren aufgetragen. Anschlieend wurdendi@p arrays invertiert, so dass die bisher
sitzenden Tropfen nun unten am Array hingen (Abb. 2.3).
Um Verdunstungseffekte zu reduzieren, wurde der Boden einer Khlalesmit dem ES-
Zell-Medium aquiosmolarer Saline befullt und mit eindnop array-Gestell bestickt. Auf
ein solches Gestell konnte nun dieep array mit den hdngenden Tropfen abgesetzt werden.

Die Petrischale wurde mit ihrem Deckel geschlossen und a@ehlil bei 37°C, 5% CO2

und gesattigter Luftfeuchtigkeit inkubiert.

Abb 2.3: Mit hangenden Tropfen beladenesrop array mit angklebten StandfiiRen
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2.6.9 Ernten von embryoid bodies

Nach der gewahlten Inkubationszeit erfolgte das Abnehmen der EBderadrop arrays.
Mittels einer von Spacern flankierten Glasplatte wurden die EB¥eém Mediumtropfen bei
Kontakt mit dieser vondrop array abgezogen. Auf der schiefstehenden Glasplatte liefen sie
nun unterstutzt durch Saline-Spuilung nach unten in ein Auffanggeféass (Abb. 2.4).

Die EBs wurden in ein geeignetes Sammelgefass Uberfiihrt nkdrsahne Zentrifugation
nach unten ab. Dadurch wird der Waschprozess mit Saline vereinfacht.

Um aus den EBs Einzelzellen zu gewinnen wurden sie mit eineigngéen Volumen an
Trypsin/EDTA-L6sung unter leichtem Schwenken verdaut. Die Trypsinbehandisindj¢
Einzelzellen aus dem Gewebeverband, diese Reaktion wurde mihd&&§m Medium
gestoppt, das ein erneutes Waschen erforderlich machte.

Nach dreimaligem Saline-Waschen der Einzelzellen wurdeSdkneiiberstand vollstandig
abgenommen und die Zellen konnten fur weiterfiuhrende Experimente verwesrden. Sie
wurden entweder bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C einmgefroder direkt mit

Lysepuffer lysiert und weiter bearbeitet.

Abb. 2.4: Glasplatte fur die Hochdurchsatz-Ernte von EBs

Durch Auflegen deslrop arrays auf eine Glasplatte bleiben die Mediumtropfen mit den in
ihnen enthaltenen EBs haften und lassen sich sodvomarray abziehen. Die Spacer (gelb)
sichern einen ausreichenden Abstand diep arrays zur Glasplatte, so dass die EBs nicht
gequetscht werden.
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2.7 EB-Analyse-Verfahren

2.7.1 EB-Dokumentation-System

Fir Aufnahmen von EBs mit dem EB-Dokumentations-System (Abb. 3.2) wumiteEBs
beladenedrop arrays, nach der gewlnschten Inkubationszeit entnommen und auf einen
Trager, der auf dem motorbetriebenen Aufnahmetisch fixiert a@erfihrt. Anschliessend
wurde Uber einen Joystick der Aufnahmetisch so ausgerichtet, ida#ssseres Eckfeld des
drop array (z.B. oben links) erreicht wurde. Mit der AxioVision Software §&g¢ikonnte die
Lage des EBs uber einen PC-Monitor kontrolliert werden. Durch 8émtin AxioVision
integrierten Softwaremoduls ,3D-Aufnahme* wurden vollautomatisch vonmjeder 96
Felder Aufnahmen (Auflosung 432x342 Pixel, Vergrosserung 32x) gemaichStorungen
durch die Bewegungen des Tropfens zu vermeiden, wurde nach dem Vorachitehzsten
Position, eine Sekunde gewartet. Die Aufnahmen wurden als Bilddajespeichert, die

dann ebenfalls mit der AxioVision Software automatisiert ausgewertdewd&onnten.

2.7.2 Live-EB-Imaging

Reagenzien:
ES-Medium ohne Phenolrotzusatz

Fur Aufnahmen der EB-Entwicklung wurde ein mit einer Digitalksa bestiicktes
Binokularmikroskop SV11 (Zeiss), das vor Feuchtigkeit geschitzt wareimem externen
PC Uber ein Datenkabel vernetzt und in einen Zellinkubator (36,6°C, 5% de€ittigte
Luftfeuchtigkeit) eingestellt. Die Steuerung der Beleuchtung (deen Kaltlichtleiter
(Schwanenhals) erfolgte tber eine Funkuhr gesteuerten Zeitgthailtedie alle 15 min fur
8s eingeschaltet wurde.

Die Aufnahme der Zeitreihe wurde Uber die AxioVision Softwareig@) gesteuert. Die
Zeiteinstellung des PCs wurde ebenfalls per Funkuhr abgeglichen.

Der Ansatz von EBs erfolgte wie unter 2.6.8 mit dem Unterschied, diss€£S-Medium

keinen Phenolrotzusatz enthielt, um Rotfarbungen am EB dokumentieren zu kdnnen.

37



2 Material und Methoden

2.7.3 Anfertigung von Cryogewebeschnitten

Reagenzien:
O.C.T.-Einbettungsmedium (Tissue Tek)

Aceton
Fur die Anfertigung von Cryogewebeschnitten wurden 7 Tage und 9 T&geERBs
verwendet, die einmal mit Saline gewaschen wurden. Die gesriEs wurden am Boden
von kleinen Alu-Wannchen gruppiert, mit O.C.T.-Einbettungsmedium (Tissk)eblasenfrei
Uberschichtet und sofort fur einige Sekunden bis zur Weil3farbung ingissbtickstoff
schockgefroren, dann auf Trockeneis tberfuhrt und bei -80°C gelagert.
Zur Befestigung der in O.C.T. eingebetteten Proben wurde ein Objekttafes{ai-Halter)
mit O.C.T. benetzt und in der Cryostat-Kammer bei -20°C tber 5min angefroren
(equilibriert). Es wurden Schnitte von 6-8um Dicke angefertigt und auf Palylysi
beschichtete Objekttrager Uberfiihrt. Anschliessend erfolgte das Trockngcohdéte bei RT
fur mindestens 30 min. Die trockenen Schnitte konnten mehrere Tage bei 4°C oder langer be
-80°C gelagert werden. Danach wurden die Schnitte fur 1-2 Minuten in einem nohAcet

gefillten Gefass bei RT fixiert und luftgetrocknet.

2.7.4 Hamalaun- und Eosin-Farbung

Reagenzien:
Hamalaunldésung (Roth)

Eosinlosung (Roth) )

Ethanol 100% (Chemikalienlager, TU)
Um ein morphologisches Bild der EBs und Gewebe zu erhalten, wureléiémalaun-Eosin
(HE) Farbung durchgefihrt. Dafir wurden fixierte Cryogewebe#iehnin einer
Hamalaunlosung nach Mayer (Roth) 5 min inkubiert und anschliessendfligf}@ndem,
warmem Wasser 10 min gespult, danach wurde mit destiliertess&Vaespult. Darauf
erfolgte eine Eosin-Farbung fir 5 min in Eosin-Lésung (Roth), aressend wurden die
Objekttrager 1 min mit VE-Wasser gewaschen, dann mit 100% Ethsigidriert und

luftgetrocknet.

38



2 Material und Methoden

2.8 Differenzierung embryonaler Stammzellen

2.8.1 RA-induzierte neuronale Differenzierung

Losungen:
Neuronales Differenzierungsmedium (10% FBS, ohne LIF)

ITSFn-Medium

N2-Medium

B27-Medium

10 mM Retinoinsaure (Sigma,R2625) gelést in DMSO

0,05% Trypsin-Losung in EDTA/PBS
Zur neuronalen Differenzierung wurden ES-Zellen in Differenzigs-Medium (ES-Medium
ohne LIF und mit 10 % FBS) mit 1uM Retinoinsaure fur 4 Tagedeqd arrays inkubiert.
Nach der Ernte wurden die EBs in einer 0,05% Trypsin Lésung in 0,06%A/PBS
(Aligote von frisch prapariertem Trypsin-Pulver, TPCK-behandelt, Sigchach 3 min
Inkubation in einen Wasserbad bei 37°C dissoziiert. Die Trypsin-Reaktiurde mit
Differenzierungsmedium gestoppt, die vereinzelten Zellen abaemert und auf
Polyornithin/Laminin beschichteten Deckglasern (Abschn. 2.8.1.1) in &efem ITSFn-
Medium mit einer Dichte von 1,5x 1@ellen pro cm? (3x10Zellen/ 24-Well) ausplattiert.
Das ITSFn-Medium wurde nach 2h und 24h durch neues ausgetauscht. Nacanw2iter
Tagen wurde es durch N2-Medium ersetzt. Differenzierte Neurongdew Uber mehrere
Tage in B27-Medium gehalten.
Immunocytochemische Nachweise erfolgten nach 18h gegen RC2, nacler8 gegen 13-

Tubulin 111, sowie nach 10 Tagen gegen GFAP und 3-Tubulin 111,

2.8.1.1 Beschichten von Deckglasern

Reagenzien:

Poly-DL-ornithine (Sigma, P3655)

1 pg/ml Laminin (Life Technologies)
Runde Deckglaser (12mm, Roth) wurden in 100% Ethanol gewaschen, inaaittét keiner
24-Loch-Platte tUberfuhrt und unter einer Laminar-Flow-Sterilbamiogenet. Dann wurden
die Deckglaser mit 0,5 ml einer 0,1 mg/ml Poly-DL-Ornithin-L6smg 150 mM Borat-
Puffer pH 8,3 mit NaOH) bedeckt und bei bei 37°C UN im Inkubator gelayesthliessend
wurden sie 3x mit sterilem MilliQ-Wasser gewaschen unduaminin (1pg/ml), dass direkt
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mit PBS verdinnt wurde, fir mindestens 2h bedeckt und bei 37°C gelagert.v&ur
Verwendung wurde die Laminin-Losung grundlich abgesaugt und die besthic

Deckglaser direkt ohne Waschen genutzt.

2.8.1.2 Immuncytochemie

Reagenzien:
4% Paraformaldehyd

PBS

0,3% Triton X-100

3% BSA

Einbettungsmedium: Vectashield mit oder ohne DAPI
Zum immunologischen Nachweis neuronaler Marker wurde von E$r/eltlie auf
beschichteten Deckglasern kultiviert wurden, nach der gewtinschten liokiszatt zun&chst
das Medium abgesaugt und einmal mit PBS gewaschen.
Zum Fixieren der Zellen auf den Deckglasern, wurde sie migddbiParaformaldehyd fur 20
min bei RT inkubiert. Danach wurde 2x mit PBS gewaschen. Zum Rbiiseren wurde 5
min in PBS mit 0,3 % Triton X-100 inkubiert und anschliessend fur miades0 min in 3%
BSA geblockt, um unspezifische Bindungen zu vermeiden. Eine Inkubation myrdeéren
Antikorper erfolgte in 3% BSA fir mindestens 1h. Anschliessend wurdenBxPBS
gewaschen und mit fluoreszierenden sekundarem Antikorper (Alexa Rludt) im Dunklen
bei RT inkubiert. Nach erneutem 3-maligem waschen, erfolgte @begtragung der mit
Zellen bewachsenen Deckglaser auf einen Objekttrager, der emgm Tropfen

Einbettungslésung (Vectashield) benetzt war.

2.8.2 Hamatopoetische Differenzierung von embryonalen Stammzellen

Fur eine hamatopoetiche Differenzierung wurden EBs fur 7 TiadeSFMedium ardrop
arrays inkubiert. Anschliessend erfolgte die praparative Isolierung von tefoetsichen
Zellen und eine weitere Differenzierung in Methylzellulose, rdie Cytokinen (Methocult)

versetzt war.
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2.8.2.1 Isolierung von hamatopoetischen Zellen

Reagenzien:
Saline (0,9% NaCl)

7 Tage alte EBs wurden geerntet und mit Saline gewaschen. éiméen Stereomikroskop
(Zeiss) wurden einzelne EBs mit einer feinen Pinzetteertiximit einer zweiten leicht
perforiert und ausgedriickt (Abb. 3.7). Die Uberfiihrung in ein Eppendorfgafasgte durch
Unterdruck mit einer feinen Glaspipette (Biochemical Instrumaitigy einen Schlauch mit
Sterilfilter.

2.8.2.2Colony Forming Unit-Assay

Reagenzien:

Methocult, 100ml (StemCell Technologies, M3434)
Methylcellulose 1%
FBS 15%
BSA 1%
Insulin 10pg/mL
Transferrin 20Qug/mL
Cytokine:
50 ng/mL rm SCF
10 ng/mL rm IL-3
10 ng/mL rh IL-6
3 U/mL rh EPO
nach Verdiinnung (1:10): TaVl 2-Mercaptoethanol und 2 mM L-glutamin.

3 ml Aliquote von Methylcellulose mit Cytokinen (Methocult), die b2D°C in 14ml
Polypropylenréhrchen gelagert wurden, wurden bei 4°C aufgetaut.

1,2 x 16 préaparierte Zellen (Abschn. 2.8.2.1) in 0,3 ml Saline wurden mit dertaufga
Methyzellulose durch grindliches vortexen gemischt. Durch 3 min Stakeaen konnten
enthaltene Luftblasen aufsteigen. Je 1,1ml der Suspension wurden prét i€ast 6-Loch-
Platte (6¥Vell, 35 mm) ausplattiert. Um Eintrocknungen zu verhindern, wurden die freien
Kavitaten mit 2 ml PBS befUllt. Eine Inkubation erfolgte bei 37°C,G& und gesattigter
Luftfeuchte. Hamatopoetischen Kolonien wurden am Tag 7 morphologisch imestind

gezahlt. Zellen mit Mastzellmorphologie konnten von Tag 10 analysiert werden.
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2.8.2.3 Degranulierung von Mastzellen

Reagenzien:
lonomycin (Sigma, 13909)

Um Mastzellen zu degranulieren wurde das lonophor lonomycin (Sigma, 13909M)
(~0,75 mg/ml), das die intra- und extrazellularen Kalzium-Mengen lilegeit, als
gebrauchsfertige Losung in DMSO verwendet. Fir eine Kavitat éihech-Platte wurden
die Zellen mit 800ul lonomycin bedeckt und bei RT fir 10 min inkubiert.

2.9 Molekularbiologische Methoden

Die molekularbiologischen Standard-Methoden, die hier nicht aufgefihrt sind, wurden nach
Sambrook, J. et al 1989 durchgefuhrt.

2.9.1 Isolierung von RNA

Fur die RT-PCR wurde die Gesamt-RNA aus differenzierten Zellen ustereévidung des
RNeasy-Kits (Qiagen) nach Herstellerangaben extrahiert.

2.9.2 Reverse Transkription

1ug der isolierten Gesamt-RNA differenzierter Zellen wurde @mniscript-Kit (Qiagen)
und oligo(dT) als Primer revers transkribiert. Zunachst wurdeMaster Mix (Tab.2.5)
angesetzt, mit Template-RNA auf ein Reaktionsvolumen von 20 pl &llifgefd fir 60 min
bei 37°C inkubiert.

Komponente Volumen Endkonzentration
Master Mix 2ul 1x

10x Buffer RT

dNTP Mix (5 mM pro 2ul 0,5 mM pro dNTP
dNTP)

Oligo-dT Primer (10 pM) 2 ul 1 uM

Omniscript Reverse 1l 4 Units (pro 2Qul Reaktion)
Transcriptase

RNase-freies Wasser Variabel

Template RNA Variabel 1 pg pro Reaktion
Total Volumen 20ul

Tab. 2.5: Ansatz fur eine reverse Transkription isolierter Gesamt-RIA
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Fur die anschliessende spezifische PCR wurden 10 ng cDNA firRsaktion gemali
Pipetierschema (Tab. 2.6) verwendet. Der JumpREBDTaqg ReadyMix (Sigma) enthielt:
RedTaq Polymerase, je 0,4 mM dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 10Mg®ib, 4 mM
KCl und JumpStart Taq Antikorper.

5’ Oligonukleotidprimer [10 pmol/ul] 0,5 pul
3’ Oligonukleotidprimer [10 pmol/ul] 0,5 pl

10 ng Template (CDNA) 2ul
H,O 7“'
JumpStaREDTaq ReadyMix 10ul

Tab. 2.6: Reaktionsansatz einer konventionellen PCR

Die konventionelle PCR wurde wie in Tab. 2.7 in einem Thermocycler durchgefihrt.

Initiale Denaturierung 94 °C 3 min
28-30 Zyklen
Denaturierung 94 °C 30s
Annealing 50-60 °C 30s
Elongation 72 °C 30s
Finale Elongation 72 °C 5 min
Stopp der PCR 4°C bis zur Probenentnahme

Tab. 2.7: PCR-Programm flr eine konventionelle PCR

DNA-Electrophorese

11 50x TAE

2429 Tris-Base

57,1 ml Essigsaure (Eisessig)

100 ml 0,5M EDTA pH 8,0
Die amplifizierte DNA wurde elektrophoretisch in 3% Agarose-GelerlpiitEthidium-
bromid (0,5 pg/ ml) in TAE-Puffer fir 20 min bei konst. 70 mA aufgetrennt und mit einem

Dokumentationssystem unter UV-Licht aufgenommen.
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2.9.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Urea-Puffer
9M Harnstoff
4% Chaps
1% DTT

Proteinprobenpuffer
62,5mM Tris/HCI pH6,8
2% SDS
20% Gycerin (87%)
1%0 Bromphenolblau
1% DTT

Die SDS-PAGE wurde in einer MiniProtean Il (Biorad) nach Hersteligraen durchgefiihrt.
Es wurden Gele von 1 mm Dicke nach dem Pipettierschema, das in Tab.2.8 aufgefthrt ist

hergestellt. Nach dem Giessen des Trenngels wurde dieses mit Butandbightasc

10 ml Sammelgel 20 ml Trenngel

15 % 10 % 7,5 %
AA/BAA (40%) 0,83 ml 75ml | 5ml 3,75 m
1 M Tris pH 8.8 - 8 ml 8 ml 8 ml
1M Tris pH 6.7 1,3 ml -
H20 7,8 ml 45ml | 7ml 8,25 ml
APS 24 pl 28 pl 28 pl 28 pl
TEMED 24 pl 28 pl 28 pl 28 pl

Tab. 2.8 Pipetierschema fur Proteingele von 1mm Dicke

2.9.4 Westernblot

Transfer-Puffer
Transferpuffer 11 10x: 1449 Glycin, 30,3g Tris (Base)
1fach: 20% Ethanol, Rest,8

Waschpuffer
Waschpuffer 10x (1I): 12,1g Tris, 88g NaCl, 4g Tween 20 (0,5%) a 250ml : 1,25¢g

Tween 20

Blockpuffer.
Waschpuffer mit 3% BSA
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Der Westernblot wurde mit einer Mini Trans-Blot (Biorad) naklerstellerangaben
durchgefuhrt. Zur Blotvorbereitung wurde zunachst eine PVDF-MembrdnEthanol

(100%) benetzt, sowie die bendtigten Blot-Schwdmme und Whatman-Ragierer Schale
mit Transfer-Puffer equilibriert.

Der Proteintransfer auf die PVDF-Membran erfolgte bei 130n00 min, mit Kiihlung eines
Eisblockes.

Die PVDF-Membran wurde mindestens 30 min in Block-Puffer geblocktcessend
wurde die Membran mindestens 1 h oder G.N. mit dem ErstantikdrperTbgesthwenk.
Nach dreimaligem Waschen (3x 5 min) schloss sich eine 1 h InkubaitoReroxidase-
gekoppelten Zweitantikdrper an.

Uber Chemilumineszenz konnte der gebundene Zweitantikdrper wie folgtieetalgrden:

Die dreimal gewaschene Membran wurde fur 2-4 min in der EG&-Bdsung (Amersham)
inkubiert. AnschlieRend wurde die Flussigkeit von der Membran abgetugftMBmbran

wurde in Folie eingeschlagen und auf Rontgenfilmen (Amersham) 1 s bis 30 min exponiert.

Abldsen der Detektionsantikorper von PVDF-Membranen

Zum Entfernen von Antikérpern wurden PVDF-Membranen 30 min bei 50°C unter
gelegentlichen Schwenken in Stripping-Puffer (Tab. 2.9) inkubiert. Alefehrid erfolgte
tber 20 min ein grindliches Waschen mit Waschpuffer, um das SD$chsbglolistandig

auszuwaschen.

Zusammensetzung des Stripping-Puffers Bendtigte Mengen fur 50ml
100 mM 2-Mercaptoethanol 390 pl

2% SDS 5 ml [20%]

62,5 mM Tris-HCI pH 6.7 3,125 ml

Tab.2.9: Stripping Puffer
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2.10 Proteomische Analyseverfahren

2.10.1 Losungen fur die Proteomanalytik

Lysepuffer fur IPG pH 4-7 und 3-10
CHAPS [w/v] 4%
Harnstoff 9 M
Pharmalyte 1%
DTT 1%
Bromphenolblau 10pg/ml

Herstellung einer 10 M Harnstofflosung

20 mol Harnstoff wurden 0.N. verdunstungssicher in 1,1 | MilliQ-Wasekisg anschlies-
send wurde der geloste Harnstoff mit einem lonentauscher deianiBestlonentauscher-
harz wurde mit einem Falten-Filter nach etwa 10 min algfittriAliquote wurden bei -80 °C
eingefroren.

SDS-Laufpuffer 10x
26 mM Tris
2 M Glycin
0,1 % SDS

Equilibrierpuffer fir 10 IPGs von 18 cm Lange

Endkonzentration bendtigte Menge

6M Harnstoff 120 ml 10 M Harnstoff
1% SDS 40 ml 20% SDS

50 mM Tris-HCI pH 8,8 10 ml 1M Tris-HCI pH 8,8
Wasser Ad 200 ml

Tabelle 2.10 Pipettierschema des Equilibrierpuffers
Die 200 ml Equilibrierpuffer wurden in zweimal 100 ml geteilt. Die eine dalftirde kurz
vor Gebrauch mit 1g DTT, die andere Halfte mit 4,8g lodacetamid supplementiert.

Polyacrylamidgele 15%
15% Acrylamid /BIS (39:1)
0,375 M Tris pH 8,8
5% Glycerin
0,1% APS
MilliQ-Wasser
0,5% TEMED
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Colloidales Coomassie

Ansatz fir 11 Coomassie:

2g Coomassie G-250 in 1l Millipore I6sen

55 ml konz. Schwefelsaure zusetzen und U.N. rihren
durch einen Faltenfilter (S&S 520, A1/2, 240 mm) filtrieren
220 ml 10M NaOH unter Kuhlung einrtihren

310 ml 100% ige TCA unter Kuhlung einrihren

arwnpE

100 % ige TCA ansetzen:
Man nehme eine Flasche mit 1kg TCA und gebe 420 ml Wasser in die Originalflasche.
Die TCA I6st sich gut, wenn man sie leicht anwarmt (Wasserbad auf 30 °C).

0,6% Agarose
0,6% -ige Agarose wurde in 1x SDS-Laufpuffer angesetzt und mit einer sehtidange an
Bromphenolblau supplementiert.

Glycerin-Mix
50% Glycerin, 0,0001% Bromphenolblau

Tris-HCI-Puffer (1M, pH 8,8)

Acrylamid/BIS-Stammlésung (T 40%, C 2,5%)

Molekulargewichtsstandard (Amersham)

Protein Molekulargewicht [kDa]
Hochmolekulargewichtsstandard | Myosin 212
o2-Makroglobulin 170
B-Galaktosidase 117
Transferrin 76
Glutamin-dehydrogenase 53
Niedermolekulargewichtsstandard| Phosphorylase B 97
Albumin 67
Ovalbumin 43
Carboanhydrase 30
Trypsin-Inhibitor 20
o-Lactalbumin 14,4

Tab. 2.11: Molekulargewichtsstandard
Der hier verwendete Molekulargewichtsstandard war ein 1:1-Gemischneus ei
Hochmolekulargewichtsstandard und einem Niedermolekulargewichtsstandard
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2.10.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Reagenzien

Bradford Reagenz (Bio-Rad Protein Assay)
0,1 M HCI
BSA 100 mg/ ml Stammldsung

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration von Proteinextrakten wurde eine
Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford 1976) durchgefiihrt. Dafidendas Bradford-
Reagenz (Biorad) 1:5 mit Wasser verdtiinnt und anschlief3end filtriert. 3 pl des
Eichstandards, bzw. der Proben wurden 1:1 mit 0,1 M HCI gemischt urthtnjil Wasser
verdunnt. 30 pl dieser Mischung wurden mit 870 pl Bradford-Reagenzatansd fiir 5 min
Minuten bei RT inkubiert. Die Extinktion wurde im Photometer bei 595 nmegsen. Fir

die Referenzmessung wurde der verwendete Lysepuffer benutzt. Zittllgnabsoluter

Proteinkonzentrationen wurde eine Eichkurve mit bekannten BSA-Konzentrationel erstel

2.10.3 Probenaufbereitung und Rehydratisierung

Reagenzien
Lysepuffer

Fur Gesamtzellanalysen wurden mit Saline gewaschene Einerl£Albschn. 2.6.9) in 350-
600ul Lysepuffer lysiert und unlésliche Bestandteile bei 16.000 x g (13@ap fur 20
Sekunden abzentrifugiert. Die Proteinkonzentration der Proben wurde Bactiord
(Abschn. 2.10.2) bestimmt und auf die gewlinschte Konzentration (pro Gel @i thg mg
Protein bei Gelen, die mit kolloidalem Coomassie gefarbt wesdien, bzw. 50-300 pg fur
Gele, die mit einer Silberfarbung gefarbt werden sollen) efalifes Die In-Gel-
Rehydratisierung der IPG-Streifen erfolgte mit jewed80 pl Probe Uber Nacht. Dabei
wurden die IPGs mit der Gelseite nach unten liegend mit der Rrdbeschichtet und zum
Verdunstungsschutz in beidseitig verschlossenen Einmalpipetten inkubiert.
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2.10.4 Isoelektrische Fokussierung—die erste Dimension der 20
Elektrophorese

Bei der zweidimensionalen (2D-)Gelelektrophorese wurden Proteher iarsten Dimension
gemal? ihrem isoelektrischen Punkt (pl) wie folgt aufgetrennt:

Die in Abschnitt 2.10.3 beschriebenen IPGs, die Gber Nacht mit der Betdiden worden
sind, wurden zunachst unter fliessendem MilliQ-Wasser abgespuaunstoffkristalle und
Uberschissige Probenflissigkeit zu entfernen. Am IPG haftende Nk@sis: werden mit
einem feuchten Whatmanpapier abgezogen. Anschlieend wurden die inP@me
Multiphor-lI-Kammer (mit aufgesetztem Drystrip-Kit) nach risellerangaben fokussiert. Sie
wurden dabei mit der sauren Seite (pH 4) zur Anode und der neuBales (pH 7) zur
Kathode aufgelegt. Der Kontakt der IPG-Streifen zu den Elektrodedewiiiber feuchte
Elektrodenstreifen, sie dienten u.a. als lonenenauffangreservoir,ittetitmEine Ol-
Uberschichtung (Odina G17) verhinderte das Diffundieren von &Q der Atmosphére in
das Gel des IPG-Streifens und die Verdunstung von Probenflissigkaieau®Gs. Co
wirkt bei der IEF wie eine Wasserpumpe und beeintrachtigt die QualitéEderheblich.

Die angelegten Spannungen bei der IEF sind in Tabelle 2.12 zusasst&dihgwobei
insgesamt 77,85 kVh erreicht wurden.

Nach Beendigung der isoelektrischen Fokussierung konnten die IPGeiStimsi -80°C

eingefroren oder gleich weiterbearbeitet werden.

Vv mA w h
150 2 3 1
300 2 3 2
600 2 3 1
1500 2 3 1

3500 3 4 18
6000 3 6 2

Tab.2.12: Fokussierungsbedingungen bei der Isoelektrischen Fokugsieg.
Die angegebenen Stromstarken und Leistungswerte stellen Maxima dar ogiignmalen
Falle nicht erreicht werden.
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2.10.5 Equilibrierung von IPGs

Zur Vorbereitung auf die SDS-Polyacrylamid-GelelektrophoreseS(BBGE, Auftrennung
von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht, die sog. zweite Dimensionewuie IPGs fur
jeweils 15 min in SDS-haltigem Equilibrierungspuffer equilibriddabei kommen zwei
verschiedene Puffertypen zum Einsatz (Abschn. 2.10.1):

Puffer 1mit DTT reduziert inter- und intramolekulare Disulfidbriicken der Proteine und

Puffer 2 mit lodacetamid carbamidomethyliert (Alkylierung) freie fButrylgruppen und
inaktiviert Gberschlissiges DTT.

Der pH-Gradient, der sich bei der IEF eingestellt hat, wurdehddie Tris-Pufferung im
Equilibrierungspuffer Gberpuffert, damit der pH-Gradient auf die $BSE keinen

stdrenden Einfluss ausiiben konnte.

2.10.6 SDS-PAGE—die zweite Dimension der 2D-Gelelektrophorese

In der zweiten Dimension erfolgt die Auftrennung von Proteinen aufghned Molekular-
gewichts. Die Durchfihrung erfolgte in der Protean Plus Cell ndelstellerangaben
(Biorad).

Jeweils zwolf 15%ige SDS-PAGE-Gele wurden im IsoDalt-Etgkioresis Sytem Gel Caster
hergestellt. Die eingesetzte Acrylamidlésung ist in Tab. 2.13 detatkegestellt.

Endkonzentration eingesetzte Menge
15 % Acrylamid /BIS (39:1) 375 ml

0,375 M Tris pH 8,8 375 ml

5% Glycerol 509

0,1% APS 1g

MilliQ-Wasser auf 1000 ml auffullen
0,5% TEMED 500 pl

Tab.2.13: Acrylamidlésung fur die Herstellung von SDS-Gelen.
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Die Gele wurden wie folgt beladen:

In vertikaler Position wurde jeweils ein SDS-Polyacrylamid-@i¢ heil3er 0,6%iger Agarose
Uberschichtet, was das leichte Einfihren eines gemafd Abschnitt 2.10.5regtelh IPGs
erlaubt.

Durch das Erkalten der Agarose wurde der IPG auf dem SDS-R2ebHixiert. Zum
Auftragen eines Molekulargewichtsstandards wurde dieser zunadghsinaca. 3 x 3 mm
grol3es Stick Filterpapier aufgetragen. Je nach Geltyp (anhlgtiker préaparativ) wurden 4
oder 8ul der Molekulargewichtsstandardiésung aufgetragen.

Die Filterpapiere wurden spacer-nah auf SDS-PAGE-Geleehtdght, bevor diese mit
Agarose uberschichtet wurden.

Nach Erkalten der Agarosel6sung (unterstitzt durch 15 min bei 4°C) ward8ellauf wie
folgt gestartet:

Die Protean-Plus-Cell-Elektrophorese-Kammer wurde mit ca. 22,SD5-Laufpuffer
beschickt und jeweils bis zu 12 Gele nach Herstellerangabeesestiy Bei konstant 20°C
wird ein elektrisches Feld fur ca. 14h angelegt. Dabei wird dientStarke auf 300 mA
limitiert.

Nach Beendigung der SDS-PAGE wurden die Gele aus der Dodeca-Kammer eainomm
Zur Visualisierung der aufgetrennten Proteine in den Gelen wurdenGdle aus den
Gelkassetten entnommen und mit den entsprechenden Farbeldosungen inlgibhet (
Abschnitt 2.11.7 und 2.11.8).

2.10.7 Farbung von analytischen 2D-Gelen: Silberfarbung

Die Silberfarbung wurde nach dem in Tab. 2.14 dargestellten Protokoll durchgefihrt.
Die Farbung wurde von Dr. Lam Vuong etabliert und ist in diessmFbisher nicht
veroffentlicht.

Alle Farbungen wurden auf Vertikalschittlern (LaboShake von Gejhdrdt RT
durchgeflnhrt.
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Schritt Losung Volumen Zeit
Fixierung 40% Ethanol 500 ml 15 min
10% Essigsaure
Fixierung 40% Ethanol 500 ml 15 min
10% Essigsaure
Sensitivierung 150 ml Ethanol (30%) 500 ml 30 min
1 g Na-thiosulfat
34 g Na-Acetat
Waschschritt MilliQ-Wasser 500 ml 5 min
Waschschritt MilliQ-Wasser 500 ml 5 min
Waschschritt MilliQ-Wasser 500 ml 5 min
Silberschritt 0,5 % Silbernitratldsung 500 ml 30 min
Waschschritt MilliQ-Wasser 500 ml 5 min
Entwickler 12,5 g Na-Carbonat 500 ml 3-10 min
250 pl 37% Formaldehyd
Stopp 15 g EDTA/I 500 mi

Tab.2.14: Inkubationsschritte bei der Silberfarbung eines 2D-Geles

2.10.8 Farbung von praparativen 2D-Gelen: Farbung mit kolloidalem Coomassie

Kolloidales Coomassie

Kolloidales Coomassie wurde nach Literaturangaben hergestalisciin.

2.10.1),

(Westermeier, 1997; Diezel, 1977; (Blakesley und Boezi 1977). Dabei nvdideGele fur

24-48 h in kolloidalem Coomassie geschwenkt und anschliessend mit MilliQ-Wass#dstentfa

2.10.9 Digitalisieren und Dokumentation von 2D-Gelen

Die gefarbten 2D-Gele wurden mit einem Durchlichtscanner3B8i dpi eingelesen und

anschlieRend in Klarsichtfolie eingeschweil3t.

52



2 Material und Methoden

2.10.10 Computergestutzte Auswertung von 2D-Gelen mit der Software PD&st

Die computergestutzte Auswertung von 2D-Gelen mit der Softwa@ueg: 7.2 erfolgte
nach Herstellerangaben. Das Programm wurde mit GelbilderflfF-Format gespeist. Die
Gelbilder wurden mithilfe des Programmes auf relevante Bereedheziert (Entfernen von

Randbereichen), ausgerichtet und anschlie3end analysiert.

2.10.11 Praparation von Zellkernen aus vereinzelten EB-Zellen
(Kernpraparation)

Homogenisationspuffer
300 mM Saccharose
900 uM EDTA
10 mM Citrat-Puffer pH 5,5
1 mMDTT
0,5% NP 40

Saccharose-Kissen
0,9M Saccharose
1 mM Mg2+
2 mM Ca2+
10 mM Citrat-Puffer pH 5,5
0,5% NP 40

Zitratpuffer
Zitronensaure x 1 O

Tri-Natriumzitrat x 2 HO

2,7 g Zitronensaure und 11,0 g Tri-Natriumzitrat wurden mit MilliQ-Wasser auf 500 m
aufgefullt.Der Puffer ist 0,1 M hinsichtlich des Zitrat-lones und 0,22 M hinsichtliegh Na

Benzonase (250U/ul, Merck, Darmstadt)

Alle Praparationsschritte erfolgten auf Eis oder bei 4 °C. Zuh&ahslen die Zellen aus dem
EB-Gewebeverband mit Trypsin vereinzelt (2.6.9), die Zellzahl rhestiund zweimal mit
Saline gewaschen.

Fir die Praparation wurden die Zellen in Homogenisationspuffer resusgamnul dabei eine
Konzentration von 1,25xf0Zellen/ml eingestellt. Mittels Dounce-Homogenisator wurden
jeweils 8 ml der Zellsuspension in 4 Hiben homogenisiert. Mit 16inl@mogenisat wurde
ein 40 ml Saccharose-Kissen in einem 50 ml-Réhrchen vorsichtigchimmet. Die Kerne

wurden durch das Saccharosekissen zentrifugiert (15 min bei §0@Mer Uberstand wurde
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entfernt und das entstandene Pellet aus Zellkernen resuspemdieahschlie3end in Saline

gewaschen und sofort bei -20°C gelagert.

2.10.12 Proteomische Probenvorbereitung von Zellkernen

Die bei -20°C gelagerten Zellkern-Pellets wurden auf Eigetatit und in einem adaquaten
Volumen (Kerne aus £@ellen in 5 ml) in 9 M Harnstoff geldst. Der Losung wurden jd 2 p
Benzonase (Merck) zugegeben und sofort gemischt. Anschliessend wuedgeldsten
Proteine mit einer Aceton/Methanol-Prazipitation gefallt. Dafurden 5 ml Probe mit 45 ml
eines Aceton- (40ml) Methanol- (5ml) Gemisches versetzt und hOirmeiner Megafuge
(Heraeus) bei 4000 rpm (2879 rcf) zentrifugiert. Der Uberstand evsodsichtig abgesaugt
und das verbliebene Pellet mit 80% Aceton gewaschen. Nach desongesn des Rest-
Acetons konnten die Kernpellets in Probenpuffer aufgenommen, die Proteinkatiaantr
bestimmt und weiter proteomisch behandelt werden.

2.11 Massenspektrometrische ldentifikation von Praginen

2.11.1 MALDI

Die Identifikationen erfolgten mit einem Reflex Il MALDIOF Massenspektrometer
(Bruker Daltonic) fur Peptide Mass Fingerprinting nach H#éestengaben mit einer DHB-

Matrix.

2.11.2 LC-MS/MS

Protein-Spots wurden mit dem EXQuest Spot Cutter (Bio-Rad) im &nsse von 1mm?
ausgeschnitten und wie in Tab. 2.15 mit Trypsin verdaut (sequenzing Grageddj. Die
verdauten Peptide wurden mit einem Dionex LC-Packing HPLC-Sy@tlstein, Germany),
mit den Komponenten FAMOS (Autosampler), Switchos (Loading Pump an®éigktor)
aufgetrennt. Die ESI-MS/MS-Spektren wurden mit daigh-performance quadrupole TOF
(QQTOF) Massen-Spektrometer (Qstar Pulsar |, Applied Biosysté\pplera, Darmstadt,
Germany), ausgerusted mit einer nano-ESI Quelle (Column Adap2PC-PRO; und
distalen beschichteten Silica Nadeln, FS360-20-10-D-20; beide von Nekti@b] Woburn,
MA, USA) aufgenommen. Die mobilen Phasen waren: A: 0,1% Ameisensawtd3: 0,1%
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Ameisenséaure in 84% ACN. Die Peptide wurden fur die nano-HPLC vorkomzenim
Memory Effekte zu vermeiden.

Fur die Identifikation wurde folgende Datenbank und Software benutzt:

NCBInr, non-redundant protein database

MASCOT Software von Matrix Science (Perkins et al., 1999)

2.11.3 Tryptischer In-Gel-Verdau von Proteinspots

Die in den Polyacrylamidgelen enthaltenen Proteine wurden mit einem-Me@ahren nach
Colligan 1995, Lindahl 2001 tryptisch verdaut.

Reagenzien:

Trypsin Stock-Losung: 20 pg in 20 pl 1 mM HCI (10 mM HCI fur eine Lagerung von
Aliquots bei -20°C)

Endkonzentration: 12 ng/ ul

Verdinnung: 1:80 in 10 mM NHHCOs-Puffer

Die isolierten Peptide wurden in einer Speedvac bei 50°C zur Trockene eingeengt.
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Schritt Vol/ul | Puffer Zeit Temp. | 1000 | L6s-
[min] | [C°] rpm ung
Zentri | be-
-fug. halten
[min]
1.Entfarben 100 50% 10mM NH4HCO3 /| 120 55 1 Nein
50% ACN
2. Entfarben 100 50% 10mM NH4HCO3/| 60 55 1 Nein
50% ACN
3. Dehydrieren 100 100% ACN 10 RT 1 Nein
4. Waschen 100 10mM NH4HCO3 20 RT 1 Nein
5. Dehydrieren 100 100% ACN 10 RT 1 Nein
6. Dehydrieren 100 100% ACN 10 RT 1 Nein
7. Trypsin auf Eis | 20 12,5 ng/ul Trypsin in 15 4 Nein Nein
10mM NH4HCO3
8. Trypsin Uberschiissiges Trypsin 1 Nein
entfernen abzentrifugieren
9. neue ,Costar-
Platte (R2)/
Verdaupuffer 20 10mM NH4HCO3
hinzufligen
10. Mit Parafilm 37 Nein Ja
abdecken/
Inkubation
11. Ansauerung | 10 5% TFA 4h/ RT 1-2 Ja
UN
12. Extraktion1 | 20 1% TFA zentrif. in R2 0 RT 1-2 Ja
13. Extraktion 2 | 20 1% TFA zentrif. in R2 30 RT 1-2 Ja
14. Extraktion 3 | 20 60% ACN/ 40% H20/ | 30 RT Nein | Ja
0,1% TFA zentrif. in R2
15. Extraktion 4/1 | 30 100% ACN 15 RT 1-2 Ja
16. Extraktion 4/2 | 30 100% ACN zentrif. in R2 15 RT 1-2 Ja

Tab. 2.15: Proteinverdau-Protokoll fir LC-MS/MS aus Coomassie gefarbten Gen
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3. Ergebnisse

In dieser Arbeit werden Differenzierungsprozesse von embryonaédenn&ellen der Maus
mit neuartigen Verfahren eingeleitet und analysiert. Zundchslemedie Ergebnisse der
biochemisch-histologischen,  molekularbiologischen und mikroskopischen  Analytik
vorgestellt, die sich auf einzelne Zellen, bzw. spezifische Pelity)konzentrieren, gefolgt von
proteomischen Resultaten, in deren Fokus Subproteome von GesamtzeleAmsigestellt
werden.

Beide Herangehensweisen liefern dabei vollig neue Einblicke iref@ifkzierungsprozesse
embryonaler Stammzellen, die in zellularen Aggregaten, sogenanntdéiryogden
Korperchen (,embryoid bodies“= EB) im hdngenden Tropfen-Systenufablaind dabei die
naturlichen Differenzierungsprozesse in der Embryonalentwicklung thatteimitieren
(Doetschman et al. 1985).

Basis fur die Herstellung einer Vielzahl homogener und reprodwaer EBs ist das ,drop
array“-System (W. Kammer, Patent), dessen Einsatzmdgltenken Rahmen dieser Arbeit
erweitert wurden und neue wissenschaftliche Beobachtungen und Erkenntnisgiecbtem)

3.1 Experimentelle Grundlagen

Zum besseren Verstandnis werden zunachst die grundlegenden VerfalZhesaimmenhang

mit dem zellul&ren Untersuchungssystem dargestellt. Dies beihdak Kultivierungs- und
Analysemoduldrop array, das EB-Dokumentationssystem, sowie eine Beschreibung des im
Rahmen dieser Arbeit erstmalig eingesetzten Live-EB-Imaginte®gs
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3.1.1 Kultur von undifferenzierten embryonalen Stammzellen

Als Grundlage der Differenzierungsanalytik dienen undifferenziegt&Z@&len der Maus, und
zwar der von E14-1 abstammenden modifizierten ES-Zelllinie ESf3&neolex 1ne0 qaren
Srf-Exonl von zweloxP-Sequenzen umgeben ist, gefolgt von einer artifiziellen Neomycin-
Resistenzkasette und einer dritterP-SequenzDie genetische Modifikation dieser Zelllinie,
die sich wie eine wildtypische ES-Zelllinie verhalt, wurde vorebél et. al. (Wiebel et al.
2002) durchgefihrt, und ist detailiert unter 2.5 beschrieben.

Fur Differenzierungsanalysen verwendete ES-Zellen wurden nachAdéauen (Abschn.
2.6.5) direkt auf gelatinisierten Zellkulturschalen in ES-Medium b (1000 U/ml)
kultiviert. Auf eine Co-Kultur mit embryonalen Fibroblasten der MdMEFs) wurde
verzichtet, um fur Differenzierungsexperimente eine reine ES-Zeltimizen zu kdnnen.

Zur Inhibierung der ES-Zell-Differenzierung waren neben der Galme mLIF (Leukemia
Inhibitory Factor) zur Unterbindung der Differenzierung (Smith et al. 1988; Wiisaet al.
1988), sowohl das regelmaRige Umsetzen der Zellen alle 48h, aldi@uéussaatdichte
essentiell. Die ermittelte optimale Aussaatdichte betrug 2>@8-Zellen pro 10 cm
Zellkulturschale, dabei konnte in 24h eine durchschnittliche Prolidmstte 1,25
Zellteilungen (1,125x 1%Zellen nach 48h Kultur) beobachtet werden.
Grundvoraussetzung fur die durchgefiihrten Differenzierungsexpeamart ein moglichst
grosser Anteil an undifferenzierten ES-Zellen. Der Differenmgs-Status undifferenzierter
ES-Zellen wurde durch eine hohe Alkalische Phosphatase (AP) Aktieftarakterisiert
(Pease et al. 1990). Ein spezifischer Nachweis war mit einerlaivitats-Kit (Chemicon)
nach 5 Tagen in Kultur phanotypisch mdglich. Dabei setzt die stkai Phosphatase
undifferenzierter ES-Zellen ein phosphathaltiges Substrat zu ewtem Produkt um (Abb.
3.1). Die analysierten Stammzell-Kolonien zeigten abhangig vaem Phanotyp
unterschiedlich intensive Farbungen und somit verschiedene AP-Aldivitdb zeigten z.B.
kompakte Kolonien eine grossere AP-Aktivitat. Die verwendeten HSrZilUher Passagen,
nach ihrer Isolation aus dem Embryo (P10 und P14), zeigten eine APtétkton Gber 90%
und konnten fur Differenzierungsexperimente verwendet werden. Die EE#-Ziel3en sich
Uber 4 Wochen ohne signifikante Abnahme des DifferenzierungspasefitiaExperimente

verwenden.
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Abb. 3.1: Nachweis der alkalischen Phosphatase-Aktivitat

Mikroskopische Aufnahmen undifferenzierter ES-Zellen der Linie 3ad{@fir 5 Tage nach
dem Auftauen in ES-Zell Medium mit LIF kultiviert wurden. EinasBage erfolgte alle 48h.
Zur Bestimmung des Differenzierungsstatus wurden die Zakesrtfund mit einem Substrat
inkubiert, dass die Alkalische Phosphatase zu einem roten Produkt uurbsdiei weisen
kompakte ES-Zellkolonien (B) eine hohere Alkalische Phosphatase Aktivat auf.
(Vergrosserung: A:120x, B: 240x)

3.1.2 Differenzierung von ES-Zellen irembryoid bodies unter Verwendung von
drop arrays

Als in vitro Differenzierungsmodell muriner ES-Zellen wurdsnbryoid bodies verwendet.

In diesen dreidimensionalen Zell-Aggregaten wird die Differmmzig bei gleichzeitigem
Entzug von mLIF induziert (Doetschman et al. 1985). Zur Erzeugungwvbryoid bodies
wurdendrop arrays (Abb. 2.2)verwendet, die auf déranging drop Methode (Doetschman et
al. 1985) basieren. Im Gegensatz zur haufig angewanden Suspensiomskualjivkonnten
damit homogenembryoid bodies ohne Adhasion zu Kulturgefal3en erzeugt werden.

Der drop array ist eine PMMA-Platte mit definierten Feldern (49 mm?2) immdtdisierten
96-Well-Format. Die scharfkantigen Begrenzungen der hydrophoben Felddrapearrays
bilden eine physikalische Barriere fur hydrophile Flissigkegdurch ein Herabfallen oder
Zerflie3en von Medientropfen unterbunden wird. Die dadurch erreicl@d@sse hangender
Tropfen betragt mehr als 50ul Medium und ermdglicht eine deutlraefa Kultivierungs-
dauer von embryonalen Stammzellen embryoid bodies, im Vergleich zu bisherigen
Protokollen.

Eine konstante Tropfengrof3e Uber die gesamte Kultivierungszeitekalunth Aufrecht-
erhalten eines Mikroklimas in der Zellkulturschale, in dem sichdidep array befindet,

erzielt werden. Dies wurde durch eine geséttigte Luftfeuchttnkubator und durch Gabe
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von osmolar optimierter Saline (Abschn. 2.6.1.1) in den ZellkulturschalenbaxiBeservoir
erreicht. Dadurch wurde das Herabfallen von zu voluminésen Tropferch du
Flissigkeitsaufnahme bei zu geringer Osmolaritat in dereiResflissigkeit, oder das
Schrumpfen von Tropfen bei zu hoher Osmolaritdt oder zu geringer Lufifghaiht
vermieden.

Die Verwendung dedrop array Systems ermoglichte die Erzeugung ‘eombryoid bodies im
Hochdurchsatzverfahren. So wurden z.B. fur eine Zellkernanalyse {Ab3¢t.1) 10Gdrop
arrays und damit anndhernd 10.000 EBs erzeugt. Mit einer 12-Kanalpipette konntieop50
arrays innerhalb einer Stunde angesetzt werden.

In den folgenden vorgestellten Experimenten enthielt das Differemmsmedium bereits
beim Ansetzen derembryoid bodies spezifische Differenzierungsfaktoren wie z.B.
Retinoinsdure. Differenzierungsinduzierende Faktoren konnten aber aw@hem spéteren
Zeitpunkt hinzugefugt werden (,Reloading®).

Die Transparenz deirop arrays (PMMA) bietet den Vorteil, dass sie die optische Analytik

erleichtert, was letztendlich im EB-Dokumentations-System genutdt wir

3.1.3 Verwendung des EB—Dokumentations-Systems

Fur eine automatisierte Analyse des EB-Wachstumverhaltensuaidezsung des Einflusses
von cytotoxischen Chemikalien, wurde ein EB-Dokumentations-System vestyetas im
Rahmen eines Embryotoxizitats-Projektes, als Alternative gwvdisuchen, in der Arbeits-
gruppe in Zusammenarbeit mit der Fa. Zeiss, entwickelt wurdé Kammer,
unveroffentlicht).

Die Aufnahmeeinheit dieses Systems ist in Abbildung 3.2 dargesteitehend aus einem
mit einer Digitalkamera bestickten Binokularmikroskop SV11 mit eirzdimensonal
beweglichen, von einem Motor betriebenen Aufnahmetisch, der tGber eusrestdeit vom
PC mit der AxioVision-Software (Zeiss) gesteuert wird.

Die Verwendung des EB-Dokumentations-Systems ermoglichte damatisierte Ansteuern
aller 96-Felder deslrop array und das Aufnehmen digitaler Abbildungen von einzelnen
embryoid bodies im hangenden Tropfen. Die erhaltenen Aufnahmen konnten durch zusatz-
liche Mess- und Auswerte-Module der AxioVision-Software analysigrd ausgewertet
werden.

Damit ist es z.B. moglich die Cytotoxizitat verschiedenern@kalien im Hochdurchsatz-

verfahren zu testen.
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Das EB-Dokumentationssystem wurde in dieser Arbeit fur die yseatles Einflusses von

Retinoinsdure auf das EB-Wachstumsverhalten und zum Testen detoxtatat von
Lésungsmitteln verwendet (Abschn. 3.3.1).

3
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Abb. 3.2: Aufnahmeeinheit des EB-Dokumentations-Systems

Die Aufnahmeeinheit besteht aus einem Binokularmikroskop SV11 (1) rgitalkiamera
AxioCam MRc (2), die durch einen PC gesteuert wird. Deap array ist auf einem
motorischen Aufnahmetisch (3) fixiert, der mit der Tischsteueridngverbunden ist und
entweder manuell mit einem Joystick, oder tber die AxioVisionnwBoét gesteuert wird. Die

Objektausleuchtung erfolgt Uber Kaltlichtleiter mit Fokussiesaizien (6) die von zwei
Kaltlichtquellen (5) gespeist werden.
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3.1.4 EB-Entwicklungs-Analyse mit dem Live-Imaging-System

Einer der Vorzige deslrop array-Systems ist die Madglichkeit der berUhrungsfreien
Kultivierung vonembryoid bodies gegenuber Kulturgefal3en tiber mehrere Wochen.

Diese Eigenschaft ermdglicht die Verwendung dexp array Systems flr mikroskopische
Analysen der EB-Entwicklung, ausgehend von der Aggregatbildung der imernden
Tropfen befindlichen ES-Zellen Uber das Wachstum des gebilde®s Iis zur
Visualisierung von Differenzierungsprozessen.

Fur eine Dokumentation von Differenzierungsprozessen in sich entwickebmndaryoid
bodies wurde die Aufnahmeeinheit des EB-Dokumentations-Systems so @atgiestiass
Aufnahmen wahrend der Kultivierung von EBs moglich waren.

Dafur wurde das mit einer Digitalkamera versehene Binokularngegs Eindringen von
Feuchtigkeit geschutzt und in einen Zellkulturinkubator eingestekt.Kaimera wurde tber
ein Datenkabel mit einem externen PC-System vernetzt. UleelSditware AxioVision
(Zeiss) konnte die Kamera gesteuert werden.

Die aufdrop arrays inkubierten ES-Zellen erwiesen sich als sensitiv gegentiberebietdie.
Eine konstante Beleuchtung von EBs verursachte eine Inhibierung déerBtioin und
schlie3lich das Absterben von ES-Zellen. Eine Intervall-Beleuchmrmgpstand von 15 min,
fur eine Dauer von ca. 8s, ermdglichte Aufnahmen von mindestens 2 Ryochee
Beeintrachtigung der Vitalitat der Zellen. Farbgetreue Ahimigen wurden durch eine
Verwendung von Differenzierungsmedium ohne Phenolrotzusatz erzieltElmwicklung
von embryoid bodies (Abb. 3.4), konnte so durch eine Zeitrafferaufnahme erstmalig lafs Fi
beobachtet und dokumentiert werden.
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3.2. Analyse der friithen hdmatopoetischen Differenerung muriner ES-
Zellenin vitro

Frihe hamatopoetische Prozesse in von ES-Zellen abgelestaldeyoid bodies wurden von
Doetschman (Doetschman et al. 1985) erstmalig beschrieben. Wahrebdfeleenzierung
embryonaler Stammzellen mmbryoid bodies werden Differenzierungsprozesse der friihen
primitiven Erythropoese imitiert, die vergleichbar mit der Bilgumon Blutinseln im
extraembryonalen Dottersack sind. Ausgehend von gemeinsamen mesederma
Vorlauferzellen, den H&mangioblasten (Kennedy, 1997), bilden sich t@oetische
primitive Erythrocyten, begleitet von der Entstehung von BlutgefaRervoai Endothelzellen
umgeben sind.

In diesem Abschnitt wird die Entstehung von hamatopoetischen Gewebesnd/dtar EB-
Entwicklung durch neue visuelle Analysemethoden erstmalig dokumeniagh einer
molekularen Analyse, werden die gewonnenen Kenntnisse dann fir eine tprépara
Isolierung von hamatopoetischen Zellen verwendet, die zu h&matopoetigelien der

myeloischen Linie weiter differenziert werden konnten.

3.2.1 Visuelle Analyse der EB-Entwicklung und friiher hAmatopoetisatr
Differenzierungsprozessel(ive- EB-Imaging)

Fur eine visuelle Analyse der EB-Entwicklung wurden ES-Zellehdagp arrays unter
Verwendung von ES-Medium ohne Phenolrotzusatz (Abschn. 2.6.1.1) angesetnt eibas i
Kulturschale enthaltendrop array wurde auf dem Objektisch des Live-EB-Imaging-Systems
in einem Zellinkubator eingestellt. Die Aufnahmen der EB-Entwicklimginem einzelnen
hangenden Tropfen erfolgten Uber 9 bis 14 Tage in Intervallen von 15 min.

Durch Aneinanderreihung der Einzelbild-Aufnahmen wurde ein Filreugitz der erstmalig
die Aggregatbildung von ES-Zellen inanging drop, sowie das Wachstumsverhalten und die
Entwicklungsprozesse des formiertembryoid bodies, als auch erste hamatopoetische
Differenzierungsprozesse dokumentiert (Abb. 3.4).

Die Auswertung der Aufnahmen zeigte eine vollstandige Aggregaonausgesaten ES-
Zellen (750 Zellen pro Tropfen) bereits nach 24h. In der anschlieRendensWWmsphase,
durch Proliferation der differenzierungsinduzierten ES-Zellenewalie EBs bis zum Tag 3
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zunéchst kompakt. Ab Tag 4 (d4) konnten dann unterschiedlich dichte Bereimb&chtet
werden, der erste Hinweis fir die Entstehung von Kavitaten (Abb. 3of).Tég 5 war im
Inneren desembryoid bodies ein sich durch rétliche Farbung und hdoherer Dichte
abgrenzendes, meist hufeisenférmiges Kompartiment, zu beobachten. |idkee rB&irbung
wurde durch embryonales Hamoglobin primitiver erythroider Zellemiiédy et al. 1997)
hervorgerufen. Diese visuelle Beobachtung dokumentierte den Beginn frileen
hamatopoetischen Differenzierung, entsprechendrdeivo Situation im extraembryonalen
Dottersack, ausgehend von Hamangioblasten (Kennedy et al. 1997). In demdéoigragen
|0ste sich diese Strukur auf, die im Gewebeverband befindlichen d@metischen Zellen
verliel3en als Suspensionszellen den EB Uber seine Oberflache.

Wie zu erwarten war, kbnnen diese abgegebenen Zellen sehr deietktiert werden. So
konnte O. Drews im Rahmen einer Diplomarbeit abgegebene Zelldviemiumiberstand
nachweisen (Drews 2006).

Der Prozess des Verlustes der Adharenz ausgebildeter printdrydrrocytenist in situ
notwendig, damit lose primitive Erythrocyten aus dem extraembryonaigarBack, nach der
Ausbildung eines Gefal3systems, im Embryo zirkulieren kénnen.

Gleichzeitig zum Verlust der nichtadharenten Zellen konnte eindefunsing der Kavitaten
beobachtet werden, dabei werden auch iniervo Prozessen imitiert, die analog zur Bildung
der amniotischen Héhle im Embryo sind (Coucouvanis und Martin 1999).

Der ersten hamatopoetischen Welle folgte eine weitere Wellger primitive Erythrocyten
gebildet wurden. Die Abgabe dieser Zellen, deren Anteil bis zu 88% EB-Volumens

betrug, bewirkte ein Schrumpfen des EBs durch den Verlust der hamatopoetidtdren Ze
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Abb. 3.4: EB Wachstum und hamatopoetische Entwicklung

Aufnahmen der EB-Entwicklung mit dem Live-EB-Imaging-System tber 9 {aiz€9).
Nach Aggregation (d1) und Wachstum sind erste Kavitaten (Pfeil)z{d4eobachten. Von
Tag 5 (d5) sind erythroide Strukturen zu sehen (rotgefarbte Struktdienpre Adharenz
zueinander verlieren (d6) und tber die EB-Oberflache abgegeben werden.
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3.2.2 Lokalisation des hamatopoetischen Gewebes und Beobachtung
endothelumgebener Kavitaten

Die mit dem Live-EB-Imaging-System beobachten Strukturen, die entstehenden
Kavitaten, sowie das hamatopoetische Gewebe, wurden zur weitekalishtion durch
Anfertigung von Cryogewebeschnitten (Abschn. 2.7.3) und anschlieRenderadarialsin-
Farbung (HE-Farbung) morphologisch analysiert.

Das Einbetten von geernteten EBs in Gewebeeinfriermedium (O.C.T., Tisguedrbkinden
mit dem Gefrieren in flissigem Stickstoff und einer nachfolgendageitung bei -80°C,
ermoglichte eine Anfertigung von EB-Gewebeschnitten mit einerkrdtbm in einem
Kryostaten (Leica CM 3000). Nach einem Fixierungsschritt eidadine Anfarbung der EB-
Schnitte, dabei wurde das Cytoplasma von differenzierten ES-Zsiies EBs durch Eosin
und die Nuklei mit Hamalaun angefarbt.

Ein Vergleich von Cryoschnitten von sieben Tage attaoryoid bodies mit neun Tage alten
embryoid bodies, zeigt die verschiedenen Stadien der Differenzierung von E8&ndsthhrend
der EB-Entwicklung (Abb. 3.5).

Nach 7 Tagen ist deambryoid body von einer dichten &usseren Zellschicht umgeben, die an
der Ausbildung einer extrazellularen Matrix beteiligt ist.

Das beobachtete hufeisenférmige kompakte Gewebe in 7 Tageraligroid bodies ist dem
rétlichen (verursacht durch embryonales Hamoglobin (3-H1) primitizgithrocyten)
hamatopoetischen Gewebe zuzuordnen, wie sie in (Abb. 3.4 und Abb. 3.7) zu sehen sind.
Die restlichen Zellen des EBs bilden einen Verband mit zahlrei&aitaten, die durch
lokale apoptotische Prozesse, Zellmigration und Flussigkeitstranspistehen. Auch hier
werdenin vivo Prozesse imitiert, die mit der Transformation der soliden @m&elimasse
der spaten Blastozyste in die hohle Struktur des Eizylindersewdrghr sind (Coucouvanis
und Martin 1999).

Nach 9 Tagen sind deutlich abgegrenzte Kavitaten, die von endotfesiaziellen umgeben
werden, zu beobachten. Dies ist ein Hinweis auf beginnende Ausbildungas&ularen
Strukturen, die die Hamatopoese begleitet. Abstammend vom gemeinSantgufer, dem
Hamangioblasten (Choi et al. 1998).
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Abb.3.5: HE-Farbung von Cryo-Gewebeschnitten von 7 und 9 Tage alten EBs

EBs nach 7 Tagen Entwicklung weisen innenliegende hufeisenférmige dpimatéséche
Strukturen, sowie unbegrenzte Kavitaten auf (A und B). Nach 9 Tagen kdmmokem IEBs
Kavitaten die von endothelartigen Zellen umgeben sind (Pfeil), wiensidutgefalRen zu
finden sind, beobachtet werden (C und D).
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3.2.3 Molekularer Nachweis hdmatopoetischer Marker

Die vorangegangenen Analysen haben bestatigt, @dss/oid bodies ein interessantem
vitro Modell der frihen hamatopoetischen Differenzierung sind (Wiles Kebbr 1991;
Keller et al. 1993).

Die Verwendung vomlrop arrays zum Erzeugen voambryoid bodies in Verbindung mit der
Entwicklung des Live-EB-Imaging-Systems ermdoglichte ersgnaldie optische
Dokumentation der Bildung und des Wachstums wanbryoid bodies, sowie die
Beobachtung der Entstehung von hamatopoetischen Strukturen. Diese \Baadléchtung
wurde auf molekularer Ebene weiter analysiert. Zur Analyse zeitlichen Verlaufs der
frithen Hamatopoese wurden Marker der mesodermalen und hamatopoetischen
Differenzierung mittels RT-PCR nachgewiesen.

Fur die Analyse des Expressionsmusters hamatopoetischer MarkelenwlBs in ES-
Zellmedium (Abschn. 2.6.1.1) Uber einen Zeitraum von 8 Tagen kultiviert uhckingr
nachfolgenden RT-PCR dreessenger RNA spezifischer Marker detektiert. Daflr wurde die
Gesamt-RNA der geernteten EBs isoliert, anschlieRend revansktibiert und eine
konventionelle PCR der zu analysierenden Marker, mit spezifischiererAr durchgefuhrt
(Abschn. 2.4).

Die Abbildung 3.6 zeigt die spezifischen PCR-Produkte der Analyse tbgostischer
Marker. Fur die Entstehung des hamatopoetischen Systems isthleidsh das
mesodermale Keimblatt verantwortlich. Ein friher mesodermalekéWaist Brachyury
(Herrmann, 1990), er ist von Tag 2 an detektierbar, erreicht anBTdagy Maximum und
klingt nach Tag 4 ab.

Der Transkriptionsfaktor Gatal, essentiell fir die hamatopoetBiffezrenzierung (Simon et
al. 1992), ist verstarkt ab Tag 4 detektierbar. Marker des Hamaasfiebstadiums mit der
Fahigkeit zur Differenzierung sowohl zu Endothelzellen als auch matofoetischen Zellen
(Kennedy et al. 1997), sind ab Tag 3 detektierbar. Der Marker Flk-1/ VEGFRAaygfilket al.
1993), essentiell fur die Endothelzellentwicklung, ist parallel zu/T&ll, gewebespezifisch
fur erythroide und myeloide Zellen, detektierbar. Ein sehr frUherk&fader initialen
definitiven Hamatopoese ist CD41 (Mikkola, Blood, 2003), er wird wie emblgsna
Hamoglobin 3-H1 (Wiles und Keller 1991), ein Marker der primitivenlEogoese, ab Tag 4
exprimiert und ist ein Nachweis sowohl der primitiven als alexhdefinitiven Hamatopoese,

die Uber den Tag 8 hinaus andauert.
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Brachyury

Gata-1

CD-41

GAPDH

Abb. 3.6 RT-PCR friher hamatopoetische Marker

Darstellung des zeitlichen Verlaufs  der Expression hamatopoetis Marker in
differenzierenden EBs von 24h (d1) bis 8Tage (d8) nach Aussaat.

Das Mesoderm ist das Keimblatt aller hamatopoetischererzetler mesodermale Marker
Brachyury ist am Tag 3 am starksten ausgepragt. Die Esipnedes Transkriptionsfaktors
Gatal, essentiell fur die hamatopoetische Differenzierung, istévkt ab Tag 4 sichtbar.
Endothelzellen und hamatopoetische Zellen haben einen gemeinsamen Vortkurfer
Hamangioblasten. Die Expression von Flk1, einem Marker der endothdhiatevicklung ist
parallel zur Expression von SCL, der gewebetypisch fur erythroidenyetbide Zellen ist,
reguliert. Ein potentieller SCL abhangiger Kandidat ist CD-4#h, iritialer Marker der
definitiven Hamatopoese. Er wird wie embryonales Globin ([3-H1), Madke primitiven
Erythropoese, ab Tag 4 exprimiert. Das GAPDH-Signal dient als Ladekentrol

[©2]
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3.2.4 Isolierung des h&dmatopoetischen Kompartimentes

In bisherigen Studien wurde das hamatopoetische Potential von ES-diettdn tryptische
Vereinzelung von Gesanatrbryoid bodies untersucht. Die Kentnisse aus der visuellen
Beobachtung, der Analyse von Cryogewebeschnitten, sowie der Nacmwveisolekularer
Ebene, fuhrten zur Entwicklung einer Praparationsmethode, bei der hantistdpmo&ellen
aus dem hamatopoetischen Gewebeverband isoliert werden (Abb.3.7)solzgoh von
hamatopoetischen Zellen war am Tag 7 des EBs optimal. ZurdiZegpunkt bestand das
hamatopoetische Kompartiment aus einem losen Verband von wenig-, bzadhéienten
zum Teil rétlich gefarbten Zellen. Diese konnten durch leichtedoferen der EB-
Oberflache und durch Ausibung von Druck auf die dussere EB-Hulleeau€B-Inneren
isoliert werden. Die Anzahl der isolierten hamatopoetischen Zelieesdrop array (96
embryoid bodies) betrug durchschnittlich 5x2(ellen, dies entspricht einem prozentualen
Anteil von 16,6% bei durchschnittlich 3X1@ellen pro EB. Da noch ein erheblicher Teil an
rotgefarbten Zellen im Rest-EB verbleibt, sowie eine Vielzahl Zellen vom EB
abgeschieden worden ist, ist offensichtlich, dass die hamatopoetRotrasse in qualitativ

hochwertigen EBs einen dominanten Effekt darstellen.

Abb.: 3.7 Praparative Isolation des hamotopoetischen Gewebes

Die Abbildung zeigt hamatopoetische Zellen im intakten EB (linkegl durch eine
Praparation isolierte Zellen (mitte, oben), sowie den ausgequetséiBenEB mit
Pinzettenspitze).
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3.2.5 Erzeugung hamatopoetischer KolonierQolony-Forming Unit-Assay)

Sowohl h&matopoetische Zellen aus dem extraembryonalen Dotteadsickich von ES-
Zellen abgeleitete hAmatopoetische Zellen, besitzen die Féahiglkeatopoetische Kolonien,
sogenannte BI-CF@(ast Colony Forming Cells, BI-CFC) zu bilden (Kennedy et al. 1997).
Die Initiierung der bisherig untersuchten hamatopoetischen Bifgggrung erfolgt spontan,
durch die stattfindente mesodermale Differenzierung innerhalterdes/oid bodies, ohne
Gabe von zusatzlichen differenzierungsférdernden Faktoren.

Um eine fortschreitende Differenzierung friher hamatopoetis&tadien zu definitiven
hamatopoetischen Zelllinien zu gewéhrleisten, werden verschiedetimdda angewandt,
die eine Kultur auf stromalen Zellen (Nakano et al. 1994), sowiehemisch definierten
Suspensionsmedium mit hamatopoetischen Induktoren und im auf Methylzellulos
basierenden, viskosen Medium mit Cytokinen beinhalten.

Die weitere Analyse des hamatopoetischen Potentials efalgtch Kultivierung der
isolierten hamatopoetischen Zellen in auf Methylzellulose baslera viskosen Medium mit
den Cytokinen: rekombinantes murines S&eng cell factor), den Interleukinen IL-3 und IL-
6, sowie rekombinantes humanes Erythropoietin.

Dafiir wurden jeweils 1xsolierte Zellen mit 1ml Methylzellulose, das die Cytokirezeits
enthielt (Methocult), fir eine Woche in einer Kavitat einer @H-®latte inkubiert (Abschn.
2.8.2.2).

Nach 7 Tagen konnten hdmatopoetische Kolonien morphologisch bestimmt undizjeentif
werden, darunter ein grofRer Teil (77,6%) an Erythrocyten, die sogenan@t& HBurst
Forming Colonies) Kolonien bildeten, sowie gemischte Kolonien, die Granulozyten,
Monocyten und Makrophagen in sogenannten CFU-GN@bdny Forming Unit) enthielten.
Damit ist bewiesen, dass die isolierten Zellen ein sogenannteldilineage Potential®
besitzen. Die hamatopoetische Differenzierung ist dabei abeleéinftive, hamatopoetische
Zelllinien der myeloische Linien beschrankt. Eine erganzende Inkubater isolierten
hamatopoetischen Zellen mit Methylzellulose, die mit dem kt&rh IL-7 dotiert war, zur
Forderung der Differenzierung in Richtung B-Zellen, wie es bam vKnochenmark
abgeleiteten Zellen angewandt wird, wies keine positive B-Zelbieh auf (Daten nicht
gezeigt). Die Isolierung der hdmatopoetischen Vorlaufer nsGelektionverfahren, das durch
den Ausschlul® anderer Vorlauferzellen eine grossere Ausbeuteopaetatcher Kolonien

ermoglichte.
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Abb. 3.8: Aufnahmen von BFU-E und CFU-GMM Kolonien

Die Abbildung zeigt hamatopoetische Kolonien von BFU-E (A) und CFU-G@yInach
einer Inkubation hamatopoetischer Zellen, die aus EBs isoliedlenurin mit Cytokinen
versetzter Methylzellulose. Eine morphologische Bestimmung dérldgeen Kolonien
erfolgte nach einer Inkubation von 7 Tagen.
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Abb. 3.8: Quantitative Bestimmung hamatopoetischer KolonienGolony Forming Unit-
Assay)

Die Grafik zeigt die Zahl hamatopoetischer Kolonien und die Verteilung der Kol®oin
BFU-E zu CFU-GMM (siehe Text) pro ml Methylzellulose nach einer Inkabaton 7
Tagen, ausgehend von*li€olierten Zellen.

3.2.6 Detektion von Mastzellen

Neben den in der viskosen Methylzellulose-Suspension nichtadharenteroidgrthund
Misch-Kolonien aus Granulocyten, Monocyten und Macrophagen, waren mit zunelnmende
Kulturdauer Cluster von adharenten, relativ gro3en und granularen Zelleolrachin. Als
mogliche Zelltypen wurden sowohl adharente Makrophagen, als audaeMs diskutiert.

Zur Bestimmung dieser Zellen, wurden zunachst die nichtadharentden Za der
Suspension, durch Verdinnung der Methylzellulose mit kaltem Medium, araligt
abgetrennt.

Eine anschlielende HE-Farbung (Abschn. 2.7.4.) hob die granuldren Strukturen im
Cytoplasma der Zellen hervor, die ungefarbt blieben (Abb. 3.9). Qeswilaren Strukturen
konnten durch Verwendung des lonophors lonomycin degranuliert werden. Dallieriequi

das lonophor die intra- und extrazellularen Calcium-Mengen und vehntirdadurch die
Degranulierung von Vesikeln. Dafir wurden die Zellen mit einer 1raibmycin-Lésung
bedeckt und fir ca. 10 min bei RT inkubiert (Abschn. 2.8.2.3). Zu Beginn e&ktiBn
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konnte zunachst ein Verschmelzen von Vesikeln beobachtet werden, defllgdhlizur

scheinbaren Zerstérung der Zytoplasmamembran fuhrten.

Abb. 3.9HE-Farbung und Degranulierung

Abbildung A zeigt Cluster von adharenten Zellen nach einer HE-Farbung.

Abbildung B zeigt degranulierte Zellen dieses Zelltypes nach Verwendiueg lenophors
(ImM) (lonomycin, Sigma, 13909) nach einer Inkubation von 10min (Vergrosserung, 240x).

Zur Bestimmung des spezifischen Zelltypes wurden diese Zellénmastzelltypische
Proteasen (MCPs) der sekretorischen Granula (Yamada et al. @0@3%ucht, die eine
Zuordnung der verschiedenen Mastzell-Subtypen ermdglichen, dabet elifolginteilung
der Typen entsprechend des Gewebes in Mastzellen des Bindegewiglnes mucosale
Mastzellen (Schleimhaut) (Stevens und Austen 1989).

Die spezifischen Mastzellproteasen wurden mit einer RT-PCRgeaviesen, dabei konnten 6
der 8 analysierten Mastzellproteasen spezifisch detektiedewgAbb.3.10). Dafir wurden
die aufgereinigten Zellen lysiert und die Gesamt-RNA isglieners transkribiert und eine
PCR mit spezifischen Primern (Tab. 2.4) durchgefihrt.

Mastzellen sind von hamatopoetischen Stammzellen abgeleitet, ben haso einen
gemeinsamen Vorlaufer mit den detektierten hamatopoetischem.ZBlke Differenzierung
von hamatopoetischen Zellen in Richtung Mastzellen wird durch daselkarlIL-3 und
SCF gtem cdll factor) gefordert. Von ES-Zellen abgeleitete Mastzellen weisgeri&chaften
des Bindegewebetyps auf (Tsai et al. 1991).

Durch das Abtrennen der Suspensionszellen konnten nahezu reine Mgzedition erzielt
werden, die in ES-Zell-Medium zunéachst weiter kultiviert werden kenriEae Kultivierung
dieser Mastzellen in speziellen Mastzell-Medien kénnte eivesigprechende Modell fur die

Mastzellentwicklung und die Analyse von inflammatorischen Prozessétno darstellen.
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Abb. 3.10: Nachweis mastzellspezifischer Proteasen
RT-PCR zum Nachweis mastzellspezifischer Proteasen aus einegdmmendkonfluenten
Zellpopulation nach einer Differenzierung in Methylcellulose fur 14 Tage.

3.2.7 Zusammenfassung der EB-Analyse-Verfahren frih  er
Differenzierungsprozesse

Die Verwendung vordrop arrays zur Einleitung der Differenzierung von ES-Zellen im
Modellsystem embryoid body, ermoglichte die erweiterte Anwendung verschiedener
Analyseverfahren, wie die visuelle Dokumentation der Aggregation vonell&iZzu einem
EB und der darin ablaufenden Differenzierungsprozesse, inklusive detettmg von
Kavitaten, die entwicklungsabhangig von endothelartigen Zellen begremdén, sowie die
Bildung hé&matopoetischer Gewebe. In diesem Modellsystem konntenenddhder
Entwicklung auftretende hamatopoetische Marker nachgewiesen weddgerpraparative
Isolation von hamatopoetischen Vorlaufern ermdéglichte eine deéinlhdmatopoetische
Differenzierung zu myeloischen Linien, sowie von Mastzellen, @didh@amogene Population

abgetrennt werden konnten.
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3.3 Retinoinsaure induzierte ES-Zell-Differenzierumgy in embryoid bodies
unter Verwendung vondrop arrays

Die Induktion der im vorangegangenen Abschnitt (Abschn. 3.2) untersuchtertohdma
poetischen Differenzierung erfolgte ohne zusatzliche differengsfardernde Faktoren
wahrend der mesodermalen Differenzierung im EB. Im weiteetaMf wurde die Wirkung
des Morphogens all-trans Retinoinsdure (RA) auf idievitro Differenzierung muriner
embryonaler Stammzellen untersucht.

Als eines der am haufigsten verwendeten Morphogene beeinflusstoiRgdiure die
Differenzierung von Zellen und Gewebdn. vivo ist RA an der Ausbildung der anterior-
posterioren Korperachse beteiligt (Kessel und Gruss 19@1)yitro Gbt RA einen
konzentrations- und zeitabhangigen Effekt auf die ES-Zelldifferammeaus (Wobus et al.
1997). Eine Applikation von RA wahrend der Differenzierung beinflu3t Rhaiferation
differenzierender Zellen, und wird sogar von proapoptotischen Prozeggendb€Okazawa

et al. 1996). Die funktionelle Wirkung erfolgt direkt durch Aktivierung-RAuzierter Gene,
die ein RAResponse-Element im Promotor besitzen, oder indirekt durch Einfluss von RA-
aktivierten Produkten.

Die im folgenden vorgestellten Experimente bestatigen erneuDiff@senzierungspotential
der verwendeten Zelllinie, wie auch die Effizienz der hier emwiien spezifischen

Differenzierungsmethodik, die durch Verwendung diep array-Systems ermdglicht wird.

3.3.1 Der Einfluss von RA auf das EB-Wachstumsverhalten und Analyse der
Cytotoxizitat von Losungsmitteln

Um den Einfluss von Retinoinsaure auf die Differenzierung von E®+Zeth Modellsystem
embryoid body analysieren zu kdnnen, wurde zunachst der konzentrationsabhangikie Effe
von RA auf das EB-Wachstumsverhalten und die Cytototoxizitat desdtigeen
LAsungsmittels untersucht.

Fur Sicherheitsanalysen sind Tests vorgeschrieben, die Toxiziv@n Medikamenten und
Kosmetika tberprifen. Dabei kann die Sensitivitdt von ES-Zellen gegeGtiberikalien fir

die Entwicklung alternativer Methoden genutzt werden, um die Anzahhendiger
Tierexperimente reduzieren zu koénnen. Geeigmeteitro Screening-Verfahren, die eine

Darstellung des Einflusses von Chemikalien auf Differenzierungepse im Modellsystem
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embryoid body ermdglichen, sind somit ein ideales Versuchsobjekt fir
Embryotoxizitatsanalysen (Bremer und Hartung 2004; Rolletschek et al. 2004).

Mit dem EB-Dokumentations-System (Abschn. 3.1.3) kann die Entwicklungewbnyoid
bodies, insbesondere ihr Wachstumsverhalten, gemessen werden. Damit konnen
Veréanderungen, hervorgerufen durch EinfluR von Chemikalien, analysiert werden.

RA gehort aufgrund seiner Struktur zu den fettlbslichen Antioxidanze® dass die
Verwendung eines Losungsmittels (Solvent) fur eine Applikation von RA notwendig war
Eine vergleichende Analyse der Losungsmittel Ethanol und DMS@ sbil cytotoxisches
Potential auf ES-Zellen irembryoid bodies erfassen. Dies wurde mit einer Analyse des
Einflusses verschiedener RA-Konzentrationen auf die EB-Entwicklung kontbinier
Zunachst wurden 50mg Retinoinsaure (Sigma) in je 1ml DMSO, bzw. inEthanol
(170mM) geldst und daraus eine 1mM Stammldsung (1:170 Verdinnung) hergBstsk
diente zum Erstellen einer logl0 Verdunnungsreihe (von 1mM bis lpMner ES-Zell-
Suspension (1,5xf0Zellen/ ml) mit einer Lésungsmittel-Endkonzentration von 0,01%
(1:10.000), die 7 Tage awkop arrays inkubiert wurden (Abschn. 2.6.8). Dabei wurde fur
jede Verdinnungsstufe und Lésungsmittelartdeop array, d.h. 96 EBs verwendet, die dann
mit dem EB-Dokumentationssystem erfasst und ausgewertet werdererkonis dem
gemessenen Flacheninhalt, der zweidimensionalen EB-Aufnahmen, eurd@iagramm
(Abb. 3.11) erstellt, das die GroRenveranderung von EBs sichtbar macht.

Damit konnte eine Abhangigkeit des EB-Wachstumverhaltens, sowohl vonRAer
Konzentration, als auch von der Art des Losungsmittels, erfasst werden.

Die aus der gemessenen Flache resultierende EB-Grof3e ninmtngunehmender RA-
Konzentration ab. Nach 7 Tagen betragt die durchschnittliche Fkioes unbehandelten
embryoid bodies rund 2,7 mm2. Gegenuber der unbehandelten Kontrolle ist die Flache von
embryoid bodies, die mit 1nM RA behandelt wurden, bereits reduziert. Diese Redulstion i
mit zunehmender RA-Konzentration starker ausgepragt, so ist did-bei 100 nM RA
etwa halbiert und betragt bei hohen Konzentrationen (1-2uM RA) nur nodDrigiel. Der
Konzentrationsschritt von 1uM zu 2 uM RA weist nur eine geringfuglgeahme der Flache
auf. Diese Ergebnisse bestéatigen einen negativen Einflu3 von RAeaBfaliferation von
Zellen, wie es bereits bei einigen humanen Tumor-Zelllinien betswiwurde (Frey et al.
1991) und konnte hier konzentrationsabhéngig, bei der ES-Zell-Differangieén EBs mit
einem Hochdurchsatzverfahren dokumentiert werden.

Zugleich konnte der Effekt der beiden verwendeten Losungsmittiegn& und DMSO,
dargestellt werden. Die Losungsmittel, in denen die Retinoinggeléest war, wurden mit
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einer Endkonzentration von 0,01%. eingesetzt. Dabei zeigte Ethanol gni&eren
inhibitorischen, bzw. cytotoxischen Effekt auf das EB-Wachstum als DMSO (Abb. 3.11).
Aufgrund der nachgewiesenen geringeren Toxizitdt von DMSO, wurflé else folgenden
Versuche als Losungsmittel verwendet, obwohl ein Effekt von DMSO auf der@nikzierung

von ES-Zellen bekannt ist. Adler (Adler et al. 2006) hat die kh&g€onzentration von 0.125

% fur DMSO auf die ES-Zell Differenzierung bestimmt, daspmntht einer Verdiinnung von
1:1250. In den nachfolgenden RA-abhangigen Differenzierungsanalysen wainde
Verdinnungsfaktor von 1:10.000 (0,01%) verwendet und dadurch ein Einfluss von DMSO
auf die ES-Zell-Differenzierung ausgeschlossen.

3 -
2,5
5 B unbehandelt
EDMSO
B EtOH
1,5
1 -
- i h
0 _

Konz. Retinoinsaure

Flache [mm?

Abb. 3.11: Abhangigkeit der EB-Entwicklung von der RA Konzentration undden
verwendeten Losungsmitteln DMSO und Ethanol (n=96)

Die Grafik zeigt die mit dem EB-Dokumentationssystem geemes$-lache von EBs nach 7
Tagen aufdrop arrays, die mit einer logl0 RA-Konzentrationsreihe inkubiert wurden. Daflr
wurde RA in DMSO, bzw. Ethanol geldost und in einer Lésungsmittel-Kdratton von
0,01% eingesetzt.
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3.3.2 Einfluss von RA auf die pluripotente ES-Zell-Differenzierag

Nachdem ein konzentrationsabhangiger Einfluss von RA auf das Wachstoati®renon
embryoid bodies gezeigt werden konnte, wurde die Abhangigkeit verschiedener RA-
Konzentrationen und der Differenzierungszeit auf die pluripotente Diffieremzgy analysiert.

Ein konzentrations- und zeitabhangiger Einfluss von RA auf die pluripotB@e
Zelldifferenzierung wurde bereits von Wobus beschrieben, insbesondekdfeldr auf die
neuronale Differenzierung und auf die Bildung von Cardiomyocyten (Wobus et al. 1997).
Dasdrop arrray System ermoglicht eine Kultivierung vambryoid bodies im hangenden
Tropfen Uber 7 Tage. Mit diesem System konnte der konzentrations- uathhZeigige
Einfluss von RA auf dam vitro Differenzierungsmodell EB lber 7 Tage analysiert werden.
Dafir wurden ES-Zellen mit einer RA Konzentrationsreihe (InM-2ué$etzt und fur die
Erzeugung vorembryoid bodies aufdrop arrays inkubiert.

Der Nachweis des Einflusses von RA auf die pluripotente Diffeaaunzg erfolgte durch eine
Detektion friher Keimblatt- und Differenzierungsmarker, nach eieK#ltivierung von 4
und 7 Tagen, mittels RT-PCR. Um die Differenzierung in einem hdbahsatz zu
minimieren, wurde ein Ansatz mit LIF versetzt. Als weitere Kontrollatéie undifferenzierte
ES-Zellen aus Monolayerkultur mit LIF-Behandlung. Es wurden fruteekkt aller drei
Keimblatter nachgewiesen (Abb.3.12).

Zunachst erfolgte der Nachweis von Oct-4, eines Markers fur engliftierte ES-Zellen
(Okamoto et al. 1990). Oct-4 konnte sowohl in undifferenzierten ES-Zellerauah in
embryoid bodies, die mit niedrigen RA-Konzentrationen von 1nM bis 100nM inkubiert
wurden, nach 4 und 7 Tagen detektiert werden.

Im Gegensatz dazu, ist eine deutlich differenzierungsinhibierendauiigi von hohen RA-
Konzentrationen (1 und 2uM) zu erkennen, dies wurde in der Literatursbbesithrieben
und wird durch RAResponsive Elemente im Oct-3/4 Promotor verursacht (Barnea und
Bergman 2000).

Als erster friher Marker der drei Keimblatter, zeigt dedodermale Marker Gata-4, der
durch RA induziert wird (Arceci et al. 1993), zunachst ein unspel#ss Expressionsmuster,
nach 7 Tagen war jedoch die Expression von Gata-4 in den Konzentrateciséervon 10
nM bis 1 uM verstéarkt detektierbar.

Eine eindeutige Inhibierung der mesodermalem Differenzierung dRwcKonzentrationen

ab 10 nM ist durch den Nachweis des mesodermalen Marker Brac{iyerymann et al.
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1990) nach 4 und 7 Tagen ersichtlich. Brachyury ist lediglich in den Ktartr@nbehandelt,
LIF-Behandlung) und in der geringsten RA-Konzentration (1nM) eindeutig certadt.

Zum Nachweis eines frihen ektodermalen Markers wurde zun&chstntiamadiare
Filament-Protein Nestin, das urspringlich als Marker fir neurdralgufer und Gliazellen
beschrieben wurde (Fraichard et al. 1995), ausgewahlt.

Es wird jedoch wahrend der Embryogenese in migrierenden undepesknden Zellen
exprimiert. Im adulten Gewebe ist es hauptsachlich auf AdEléRegeneration beschrankt
und ist allgemein abundant in von Stammzellen abgeleiteten Vorlaléerz\Wahrend der
Differenzierung besitzen Nestin-positive Zellen das Potentral neuroectodermale,
endodermale and mesodermale Linien zu differenzieren, so dass MastMarker fur
multiple Vorlauferzellen und nicht exklusiv fur die neuronale Entwicklung ist.

Nestin ist bereits in ES-Zellen aus der Monolayerkultur derbleie verstarkt aber in 4 Tage
altenembryoid bodies, die mit h6heren Konzentrationen (10nM- 1uM RA) behandelt wurden,
wobei dieser Nachweis auch noch nach 7 Tagen mdglich ist (10nM- 2uM RA).

Im Kontrast zu den inhibierenden Effekten hoherer RA-Konzentrationen, insbesondere auf die
mesodermale Differenzierung, kann eine Induktion der ektodermal&srddizierung, anhand
der Pax-6-Expression, nachgewiesen werden.

Wahrend Pax6 (Gotz et al. 1998) ein friher Marker fur ektodermale reawoektodermale
Differenzierung ist, ist der Marker fur differenzierte neuterizellen 3-Tubulin 1ll in 4 Tage
altenembryoid bodies in einem niedrigen Expressionslevel zu detektieren, aber nach 7 Tagen
verstarkt inembryoid bodies, die mit hdheren RA-Konzentrationen ( 10 nM bis 2 uM RA)

behandelt wurden.
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Abb. 3.12: RT-PCR fruher Differenzierungsmarker

Die Abbildung zeigt den konzentrations und zeitabh&ngigen Effekt von RAdasif
pluripotente Differenzierungsvermogen. Daflr wurden ES-Zellen mitr é&pazentrations-
reihe aufdrop arrays inkubiert und nach 4 und 7 Tagen spezifische Differenzierungsmarker
aller drei Keimblatter mittels RT-PCR detektiert. Alspexmentelle Kontrollen dienten
undifferenzierte ES-Zellen aus einer Monolayerkultur mit LIF. Ehdén als Kontrollen
dienten ES-Zellen die audflrop arrays ohne Zusatz und ES-Zellen die mit LIF, zur
Differenzierungsunterbindung, inkubiert wurden. Die  Zuordung der frihen
Differenzierungsmarker sind: OCT-4, undifferenzierte ES-Zell&ata-4, endodermaler
Marker; Brachyury, mesodermaler Marker; Nestin, unspezifisvtoeldufermarker; Pax-6,
ectodermaler bzw. neuroektodermaler Marker; RTubulin 1, diffeesteri Neuronen;
GAPDH, Ladekontrolle.

Die Analyse zeigt eine konzentrationsabhangige inhibierende Wirkung yorauR die
mesodermale Differenzierung und eine konzentrations- und zeitabhd@pgiderung der
ektodermalen, besonders der neuronalen Differenzierung. Desweitdreder Oct-4-
Nachweis in 7 Tage alten EBs ein Hinweis auf vorhandene undifferem&S-Zellen, mit
einem potentiell unlimitierten Proliferationsvermoégen.
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3.3.3 RA-induzierte neuronale Differenzierung muriner embryonale
Stammzellen

Die Induktion der neuronalen Differenzierung durch héhere RA-Konzemtsatiist bekannt
(Bain et al. 1996) und wurde mit dednop array System bestatigt. Aus den gewonnenen
Erkentnissen konnte ein neues neuronales Differenzierungsprotokoll leitwicerden.
Vorteile des Protokolls in dieser Dissertation ist eine vereiméa Durchfihrung, ohne
zusatzliche Manipulationen, sowie eine verkirzte EntwicklungsdauerV@&ibesserung der
Effizienz solcher Verfahren ist besonders im Hinblick auf gpatenischer Anwendung von
hochster Bedeutung.

Die Differenzierung von embryonalen Stammzellen zu einer ni@lichomogenen
Zellpopulation spezifischer Vorlauferzellen, die sich in Gewebgliedern kénnen, erfordert
eine genaue Analyse der Differenzierungsbedingungen.

Neben einer Applikation von Wachtumsfaktoren, wie dasc Fibroblast Growth Factors
(bFGF) und de<pidermal Growth Factors (EGF), wird auch RA zum Generieren von
Neuronen und Gliazellen genutzt. Die daraus resultierenden neuronal&ufdaellen
besitzen entsprechend ihrem Verhalterivo zunachst die Charakteristik radialer Gliazellen
(Malatesta et al. 2003).

In bisherigen Differenzierungsprotokollen werden hohe RA-Konzentratidne-6uM) zur
Induktion der neuronalen Differenzierung nach mehreren Tagen dergbrge vonembryoid
bodies appliziert.

Mit Hilfe der drop arrays wurde ein neuronales Differenzierungsprotokoll entwickelt, bei
dem die EB-Bildung und die neuronale Induktion in RA-haltigem Mediuminem Schritt
durchfuhrbar war. Dadurch konnten differenzierte Neurone schon innerhalb einer Woche nach
Versuchsbeginn nachgewiesen werden.

Zur Induzierung der neuronalen Differenzierung wurden ES-Zellen ifferenzierungs-
medium, dass mit 1uM RA versetzt war, fur 4 Tagediop arrays inkubiert. Um eine
neuronale Differenzierung zu fordern ist die FBS-Konzentration Deferenzierungs-
mediums auf 10% reduziert und die ES-Zell-Konzentration (Konzentratib@ Zellen/ ml),
aufgrund des auf die Proliferation inhibitorischen und proapoptotischen éSfekin RA
erhoht worden. Als besonders kritischer Schritt der neuronalen @i#ferung hinsichtlich
der Uberlebensrate der Zellen war die Herauslésung von Zelleteau&B-Gewebeverband
mittels Trypsin und die anschlieBende Kultur in serumfreien Mediem#uéxtrazellularen
Matrixproteinen (Ornithin, Laminin) beschichteten Deckglaschen (#hs2.8.1.1). Nach der
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Ernte derembryoid bodies wurden sie mit Trypsin vorsichtig vereinzelt (Abschn. 2.8.1). Fur
die erste Kulturzeit nach dem Ausplattieren erwies sich IT8sulin, Transferin, Selenium,
Fibronectin) (Abschn. 2.6.1.1) als geeignetes Medium fiir das Uberleb&odi@nferzellen.
Die neuronalen Vorlauferzellen bendtigen fiir die weitere Entwicklunaiyfiir das Uberleben
Kontakt zueinander, d.h. eine konfluente Aussaatdichte. Hohe Uberleberi@@ten sich
durch einen teilweisen tryptischen Verdau erzielen, bei deueBildung von Clustern kam,
aus denen Neuronen auswuchsen. Bei vollstandigem Verdau war die Ubealebdaatlich
geringer. Fur die Kultivierung der entwickelten neuronalen Zelleevab Tag 2 nach dem
Ausplattieren N2-Medium (Abschn. 2.6.1.1) genutzt. Fir eine Langzeitienitng wurde
B27-Medium verwendet (Abschn. 2.6.1.1).

Der Nachweis von differenzierten Neuronen war mit immunofluereanarkierten
Antikdrpern gegen R-Tubulin 1l nach 7 Tagen nach EB-Ansatz, bzw. nathg8n in
serumfreier Monolayerkultur moéglich. Nach weiteren 7 Tagen waoevohl R-Tubulin 11l
positive Neurone, als auch GFAP positive Astrozyten nachweislgr.génaue quantitative
Bestimmung der Ausbeute war &auf3erst schwierig. Nach denplaitisren war der
Uberwiegende Teil (mehr als 90%) positiv gegeniiber RC2 (Abb. 3.i®mefriihen
neuronalen Marker radialer Gliazellen (Hartfuss et al. 2003). Biesine hervorragende
Ausbeute eines spezifischen Differenzierungsverfahren ohne Vorselektich dies ist ein
entscheidenter Faktor im Hinblick auf eine spatere klinische Anwendbeg einer
Ubertragung auf das humane System. Durch verminderte Protiferatid Absterben von
neuronalen Zellen verschlechterte sich das Verhéltnis im weitéerlauf. Zellen mit der
Morphologie epithelialer Zellen (Keratinocyten) (Abb. 3.13), die ebenfallshd®A induziert
werden, wiesen, wie zu erwarten, eine wesentlich hdhere Proliferateoasafat

Das verwendete Protokoll zeigt die Eignung diesp array Systems fir eine effiziente
Induktion der neuronalen Differenzierung durch hohe RA-KonzentrationerR&nheit und
Homogenitat der generierten neuronalen Vorlaufer kann durch Selekassisammen und

Nutzung Uberlebensférdernder Faktoren verbessert werden.

Abb.3.12 Immuncytologischer Nachweis RC2 positiver Zellen 18h nach Ausplatung

in serumfreien Medium

Zur Bestimmung der Effizienz der RA-induzierten neuronalen Induktion wuZeéden, die
positiv fur den radialen Marker RC2 sind, immuncytologisch bestirbatiir wurden RC2
positive Zellen mit den Gesamtzellen, deren Nuklei DAPI gefédotien, tbereinandergelegt
(Merged) und ausgezahlt.

83



3 Ergebnisse

RC2

DAPI

Merged

84



3 Ergebnisse

L4 =
5 | /!
‘ T " i 5
- ; ’ 3
= :I; T 4 ¥ .
g e e i R s Ny
o — 2 i
iy - 3 g _'-:-._F- & . ‘-r_-
| = gl 1 .
= e P o |
.1"""-!.‘:_'_.-!--.-#“-_‘_ + oy ol
\.-‘F-.-p-l.ﬂ-b ':'_‘._:— . s i« N 4 T:
Lt e o > ‘-f' 1
,r:‘-_ a.—-\.':"' ‘-l.l""'l". = i
iy 2 P o -
L -...,"-!_—--'-I _.'""‘-._\_‘__'- = -‘:._l"
u, i l b =T -\'a-"'\—-_\_'__-__ J
v, W T o L
@ e P ¥ o i
r e, N S & - __-:' =
b L r'“"-\,.‘;:-..._____ P S -::."'
s “'1""_,1-.- e o T ‘.;'

w

» . .
i B ¥ wa

s -..-: - ..'Il., o L r --|. = - o — - LI
g "I-.f"‘i-all' " ,I‘: £ E S ‘-lh‘l-'lu

Abb. 3.13: Phasenkontrastaufnahme eines RA behandelten adhérenten undauten

EBs

Die Aufnahme zeigt einen EB, der 4 Tage mit 1uM RA behandelt und nach der Ernte 3 Tage
in serumfreier Kultur gehalten wurde. Nach der Adhasion des EBs auf bestdncht
Deckglasern, wachsen Neuronen und Zellen mit der Morphologie von Epithelzellen aus dem
EB-Gewebeverband aus.

Abb.3.14: Immuncytologischer Nachweis von 3-Tubulin Il positiven diferenzierten
Neuronen und GFAP positiven Astrocyten

Verknupfte differenzierten 3-Tubulin 11l positive Neurone (A) konnten bereits 48hdeo
Ausplattieren nachgewiesen werden. Nach weiteren 5Tagen konnten neben diffierenz
Neuronen zusatzlich differenzierte Astrocyten (B) detektiert wefldessbalken = 125 pum).
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3.4 Proteomanalyse der RA induzierten Differenzierng im Nukleus

Im vorangegangenen Abschnitt (Abschn. 3.3) wurde der konzentrations- urithZegme
Effekt von Retinoinsdure auf von ES-Zellen abgeleitegambryoid bodies analysiert,
insbesondere die Induktion der neuronalen Differenzierung. In diesem Atbseirdi die
Proteom-Analyse des nukledren Subproteoms dargestellt, bei der eraktemtifiziert
wurden, die wahrend der Retinoinsaure-induzierten Differenzierung fispkzireguliert
werden.

Ziel war es Faktoren zu identifizieren, die als Marker dade@hzierungsgeschehen
begleiten, oder die selbst Differenzierungsgeschehen steuern.

Durch eine Beschrankung auf das nukledre Kompartiment wurde eiheziB®®ing der
Komplexitat erreicht, die flr eine Detektion von Faktoren in gerirtgepienzahl (ow
abundant) notwendig ist, da ihre Signale bei Gesamzellanalysen, von Strudhd
Haushaltsproteinerhigh abundant), wie z.B. Proteinen des Cytoskeletts, tiberlagert werden.
Die proteomische Analyse von zellularen Subkompartimenten, zur Detektion
organellspezifischer Proteine, erfordert eine Vervielfachungbu&ren Probenmaterial. Der
nukleére Proteingehalt betragt bis zu 20% des zellularen Geséampgehalts. Mit der
verwendeten Zellkernpraparation (Abschn. 2.10.11) konnte beispielsweidekfisZellen
(ca.10mg) etwa 2 mg Kernproteine isoliert werden. ImVergleicksesamtzellanalysen war
daher eine Verfiinffachung an zellularen Probenmaterial erfardeEbenfalls ist fur eine
erfolgreiche Bearbeitung von proteomischen Aufgabenstellungen eineuktenQualitat der
Proben essentiell. Die Verwendung vdnop arrays erméglicht eine Erzeugung homogener
embryoid bodies in Massenkultur, die mit dem EB-Dokumentationssystem vor der
Verwendung optisch geprift werden konnten. Des Weiteren ermdglichvedigngerte
Kulturdauer von EBs durch dakop array-System, eine weiterfihrende Auspragung von
Differenzierungseffekten, wie im Abschnitt 3.3 gezeigt, und idudzh fur die proteomische
Analyse von zellularen Subkompartimenten, wie den Nukleus, hervorragent geeignet.
Wie in Abschnitt 3.3.1 gezeigt wurde, besitzen bereits geringedRetaure-Konzentrationen
einen Effekt auf die EB-Entwicklung, so ist die Grdsse emiryoid bodies bereits bei
Konzentrationen von 1nM RA reduziert (Abb. 3.11) und die mesodermaler ddifierung,
(Abb. 3.12) sowie die vom mesodermalen Keimblatt ausgehende hamaidpeeti
Differenzierung, darunter die Ausbildung von Blutinseln, inhibiert.
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Fur die proteomische Analyse wurde eine Konzentration von 10 nM RA&ahde weil sie
bereits einen deutlichen Effekt auf die Differenzierung von BfiZen embryoid bodies
aufweist, aber das Wachstumsgeschehen nicht zu stark beeinflusst.

Die mesodermale Differenzierung ist, wie im Abschnitt 3.3.2 ansdds von Brachyury
(Abb. 3.12) gezeigt, durch diese Konzentration weitestgehend inhibiert ur@rde von
embryoid bodies, die mit 10 nM Retinoinsaure behandelt wurden, um bis zu 1/3 reduziert
(Abschn. 3.3.1). Dadurch war eine grossere Anzahl an RA-behandeibeyoid bodies fur

eine Kernpraparation erforderlich. Aus diesen Grunden wurden flr eimsatzA der
guantitativen Analyse, 4@rop arrays fur unbehandelte Kontrollen und @dop arrays fur

embryoid bodies die mit 10 nM RA behandelt wurden, verwendet.

3.4.1 Isolierung von Zellkernen aus ES-Zellen

Zur Isolierung von Zellkernen aus émbryoid bodies differenzierten ES-Zellderivaten wurde
ein in der Arbeitsgruppe entwickeltes Protokoll (Kammer, unveroftdmjlverwendet und an
eine Praparation groRRer Zellmengen (B2dllen) adaptiert.

Nach einer Inkubationszeit von 7 Tagen wurden die differenzierungsinuzembryoid
bodies geerntet, zu diesem Zeitpunkt war eine phanotypische Unterscheidursgigmoid
bodies, die mit 10nM RA behandelt wurden, gegentber unbehandelter Kontrollen, durch
Ausbleiben der Bildung primitiver Erythrocyten, die embryonales étflabin enthalten,
moglich (Abb. 3.15).

Fur eine Gewinnung von Zellkernen war eine vorherige Vereinzeluifgretizierter ES-
Zellen aus denembryoid body-Gewebeverband mittels Trypsin-Behandlung (Abschn. 2.6.9)
erforderlich. Dabei erschwerte eine ausgebildete extraaedlMatrix, besonders bei RA-
behandelteembryoid bodies, die Hydrolyse der ECM-Proteine.

Die Gewinnung der Zellkerne erfolgte in einem leicht hypotonen dd@misationspuffer
(Abschn. 2.10.11), in dem die Zellmembran der vereinzelten Zellen durcheNduwg eines
Potter-Homogenisators zerstért wird. Ursache dafur sind die wirkeZdegkrafte im
viskosen Homogenisationspuffer, die ein Zerreissen der Zellmembramsaghen. Das
Homogenisat wird dann durch ein Saccharose-Kissen mit einer deimieDichte
zentrifugiert, wodurch ein gereinigtes Pellet aus Zellkerneimsntiert wird. Die anderen
zellularen Bestandteile sind im Uberstand abgetrennt und kénnen durchigabskeicht
entfernt werden. Eine Ubertragung des vorhandenen Praparationsprotakilisinan
grosseren Massstab, ermdglichte eine Isolation von Zellkernen al@ Zgllen pro
Praparation (Abschn. 2.10.11).
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Abb. 3.15: EBs nach der Ernte

EBs die fur 7 Tage mit 10nM RA inkubiert wurden (rechts) weisdnek&6tung durch
Blutinselbildung, wie die unbehandelte Kontrolle (links), auf.

Die Abbildung zeigt die Qualitat der mikop arrays erzeugten homogenen EBs, die nach
einer Inkubationszeit von 7 Tagen geerntet wurden. Dabei lassen sici&€Bst 10 nM RA
behandelt wurden, von den unbehandelten EBs durch Fehlen einer ausgepragten rot
Farbung unterscheiden. Die rote Féarbung der Kontrolle wird durchiokette Blutinsel
ahnliche Strukturen verursacht, die primitive Erythrocyten mit eortalem Hamoglobin
enthalten. Die applizierte RA-Konzentration von 10 nM inhibiert die I%&se h&mato-
poetischer Strukturen durch eine Reduzierung der mesodermalen Differenzierung

Da ebenfalls eine Reduktion der EB Grosse um bis zu 40% nachgewiesen wurde (Abschn.
3.3.1), wurden fur einen Ansatz mit RA @p arrays (5760 EBs) und fur die unbehandelte
Kontrolle 40drop arrays (3840 EBs) verwendet.
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3.4.2 Bedingungen fur die 2D-Gel-Elektrophorese

Die proteomische Analyse nukleéarer Proteine erfolgte mittels 20=(@&trophorese,

die das Auftrennen von Proteinen in komplexen Proteingemischen entspdedires
isoelektrischen Punktes und ihres Molekulargewichtes, sowie eine gtiaatiBestimmung
der relativen Proteinmenge divergierender Zustande zu einem gewahépunkt
ermoglicht.

Um optimale Bedingungen fur die isoelektrische Fokussierung zu findedi@ivdirksamkeit
der Kernpraparation zu Uberprifen, wurde zunachst eine 2D-Gel-Protdgseamait
geringen Proteinkonzentrationen im analytischen Malfistab durchgefitthreinschlielRend
silbergefarbt (Abb. 3.16, Abschn 2.10.7).

Als Nachweis fir die Wirksamkeit der Kernpraparation wurden 2Ast8r von Gesamtzell-
lysaten mit Kernlysaten verglichen, dabei wurden die bekannteenLagr Proteinspots des
cytoskelettaleru-Aktin als Marker herangezogen, die in Gelen der Kernprapartdfdten,
oder deutlich reduziert waren.

Zu Beginn der Analyse von Kernlysaten wurdanbryoid bodies verwendet, die mit einer
Konzentration von 1 nM RA inkubiert wurden. In Gelen dieser Kernlysate &oeint
Mitglied des RA-Signalweges, das aktivierte zellulare RAdBprotein CRABP1, das nach
Bindung von RA in den Kern translokalisiert wird, massenspektromemmsteinem Reflex
[1I-MALDI-TOF (Bruker Daltonic) (Tab. 3.1) im Kern nachgewiesen werd&bb.3.16).

Fur eine quantitative Analyse und zur verbesserten massenspeksonegtridentifikation,
wurde kolloidales Coomassie zum Visualisieren der Proteinspots neetye dessen
Anwendung, durch eine im Vergleich zu einer Silberfarbung gering8emnsitivitat, eine
grossere Proteinmenge pro Gel erforderte.

Die Verwendung hoher Proteinkonzentrationen verursachte ein Eintragemzlichsa
geladener Substanzen, die die Lage der Proteinspots negativ beeinflussten und ztaleorizo
und vertikalen Streifenbildungen beitrugen.

Der Zellkern beinhaltet vor allem negativ geladene DNA undidigie Anordnung der DNA
im Chromatin verantwortlichen alkalischen Histone (ca. 80%Rteteingehaltes im Kern),
die ebenfalls an der Steuerung der Genexpression involviert sinttlefuifizierung von RA-
abhangigen Differenzierungsfaktoren wurden Histone durch Konzentraauf den
physiologischen Hauptbereich zellularer Proteine, zwischen pHd4pH 7, weitestgehend
ausgeschlossen. Desweiteren wurde angestrebt, die DNA zu emtfeimee aber DNA-

interagierende Faktoren zu verlieren. Dies gelang durch Einsaz BNAse (Benzonase)
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und einer mit Methanol kombinierten Aceton-Prazipitation (Abschn. 2.10.12), idee e
Abtrennung von Salzen ermdéglicht.

Observiert Mr(expt) Mr(calc) Delta | Miss Peptide
9.605,614 9.595,541 9.595,222 0.0319 D K.ALGVNAMLR.K + Oxidation (M)
11.135,468 | 11.125,396 11.125,138 0.0258 0 R.QDGDQFYIK.T
11.816,005 | 11.805,932| 11.805,611 0.0321 0 R.SSENFDELLK.A
14.478,948 | 14.468,875| 14.468,306 0.0569 0 K.VAVAAASKPHVEIR.Q

Tabelle 3.1: Peptidmassen des detektierten Proteins CRABP1

Darstellung der observierten Massen und der daraus resultierenden Peptidd.@dr MA
massenspektrometrischen Idendifikation, des Proteinsspots der in anatysgigrgefarbten
Kerngelen von Proben mit 1 nM RA-Behandlung detektiert wurde.

Abb.3.16: Reprasentative Gele einer Kernpraparation im analytischen Mal3ab,
sibergefarbt, Identifikation von aktiviertem CRABP1 im Nukleus

CRABPI hat eine nominelle Masse von 15.6 kDa und einen theoretischen pl von 5.46.
Es wurden 50 pg Kernlysat und ein linearer pH-Gradient von 4-7 verwendet.
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3.4.3 Experimentelle Durchfuhrung

Nach der Optimierung der experimentellen Bedingungen wurdémidyse RA-regulierter
nukleérer Proteine wie folgt durchgefihrt:

Zur Erzeugung vorembryoid bodies wurden ES-Zellen unter Verwendung des hangenden
Tropfen-Systemsdfop arrays) inkubiert, dabei enthielt ein Ansatz 10 nM RA, der andere
blieb unbehandelt. Nach einer Inkubation von 7 Tagen erfolgte die Ernte und die
Vereinzelung der differenzierten Zellen aus dem EB-Gewebawtrbanittels
Trypsinbehandlung. Aus den vereinzelten Zellen, pro experimentellsatAjeweils 1x1%)
wurden Kerne mit der beschriebenen Kernpréaparationsmethode (Absbhiil2 isoliert, die
bei -20°C gelagert werden konnten. Am Beginn einer Proteomanalysesrwigdeils
Zellkerne von vier unabhangigen Ansatzen parallel in 9 M Harnsto#rtysnd die DNA der
Proben mit einer DNAse (Benzonase, Merck), die einige Minuten irHaMstoff aktiv ist,
degradiert. Anschliessend wurden die im Harnstoff geldsten Kernprotaiheeiner
Aceton/Methanol-Féllung (Abschn 2.10.12) prazipitiert, um geladene &hadest , wie z.B.
Salze, die die Fokussierung negativ beeinflussen kodnnen, abzutrennen. iNaoh e
Waschschritt mit 80%-igem Aceton wurden die Kernproteinpelletsysepuffer (Abschn.
2.10.1) gelost.

Fur die erste Dimension, der isoelektrischen Fokussierung (Abschn. 2viixdgn jeweils 2
mg Kernproteinlysat flr eine passive Rehydratisierung von I®P&f&h (Sigma) eines
linearen Gradienten im pH-Bereich von 4-7 verwendet. Wahrend derektsusthen
Fokussierung mit dem Immobiline-Dry-Strip-System (Amershafo)gie ein Auftrennen der
Proteine durch einen stufenweisen Spannungsgradienten nach dembetie Ta.12
aufgefiihrten Schema, entsprechend ihres isoelektrischen Punktescbfigenden zweiten
Dimension ging ein Equilibrierschritt voraus, bei dem die Prot@melen IPG-Streifen
zunachst durch DTT reduziert und anschliessend alkyliert wurdercifAb2.10.5). In der
zweiten Dimension erfolgte eine Auftrennung der Proteine aus tRG-Streifen,
entsprechend ihrer molekularen Masse, in 15% Polyacrylamid-Gahscthn. 2.10.6). Zur
Visualisierung der Proteine im 2D-Polyacrylamid-Gel, wurdersaigir mindestens 24h in
kolloidalem Coomassie (Abschn. 2.10.1) geschwenkt, bei dem sich das hydrophobe
Coomassie an die Proteine im Gel anlagert.

Nach dem Entfarben zeigten bereits erste visuelle Velglegine erhohte Spotzahl, in den
Gelen von Proben mit RA-Behandlung, besonders im niedermolekularenciBékbb.3.17).
Dies war ein erster Hinweis fir die Férderung proteolytiséhezesse wahrend einer RA-

Behandlung.
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Die Detektion von Proteinspots und die statistische Auswertungraggseannten Gelbilder
erfolgte mit der 2D-Gel-Analyse-Software PDQuest (Bioradg, jddem detektierten Spot
eine Nummer (SSP= SingelSpot) zuordnet.

Zur statistischen Auswertung wurde eine Boolean-Analyse verwenidebemhaltet eine
Kombination aus quantitativer und statistischer Auswertung. Dasriim zur Identifikation
von differentiell synthetisierten Proteinen war eine mindestemasti®fRegulierung mit einer
Signifikanz von 95% (p= 0,05).

Die softwaregestitzte Detektion identifizierte 64 differelgi®roteinspots (Abb.3.18), davon
waren 38 Proteinspots durch RA-Einfluss nieder- und 26 hochreguliert. Eaplisghe
Darstellung der relativen Spotintensitaten der detektiertererdiffiellen Spots zeigt
Abbildung 3.19, eine Tabelle mit den relativen Intensitdten (Messwebpifindet sich im
Anhang A. Die differentiellen Proteinspots wurden mit einem Spkepi(ExQuest, Biorad)
ausgeschnitten und anschlieBend mit einem tryptischen, sogenannt&el-Verdau-
Verfahren“ verdaut (Tab.2.15). Die aus dem proteolytischen Verdauieesoatlen Peptide
wurden mittels Dionex LC Packing HPLC System aufgetrennt urid emnem high-
performance quadrupole TOF (QqTOF) Massen-Spektrometer (Qstaar P, Applied
Biosystems) im ESI-MS/MS-Verfahren detektiert (Abschn. 2.1D®. erhaltenen Peptide-
Massen-Daten wurden zur Identifikation der Proteine mit der dM&Saechmaschine unter
Verwendung der NCBI-Datenbank ausgewertet.

Dabei konnten 62 von 64 differentiell regulierten Proteinspots dkgnifi (p= 0,05)
identifiziert werden. Die vollstandige Liste der identifiziert®roteine befindet sich im
Anhang B.

Abb. 3.17 Reprasantive Gele einer Kernpraparation im praparativen Maf3stab
(kolloidale Coomassie-Farbung)

Die Abbildung zeigt reprasentative 2D-Gele (2D-PAGE) der nugtedroteomanalyse im
praparativen Mal3stab. Daflr wurde jeweils 2mg Kernlysat von vetenzZellen aus EBSs,
die 7 Tage androp arrays inkubiert wurden, verwendet. Fiur die erste Dimension
(isoelektrische Fokussierung), die der zweiten Dimension vorrangegen war, wurden
IPG-Streifen mit einem linearen Gradienten im pH-Bereich von 4-7 verwendet

Zur Visualisierung wurden die Gele 48h in kolloidalem Coomassie hgeskt und
anschliessend Uber mehrere Waschschritte mit Wasser entfarbt.

Die reproduzierbaren Gele weisen durch die angewandten optimigdroden scharfe
Proteinspots ohne Stérungen auf. Auch hier zeigen die Gele der nbeRakdelten Proben
eine erhodhte Spotzahl im niedermolekularen Bereic30(kDa) auf.
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Abb. 3.18 Lage der als reguliert detektierterProtein-Spots
Die Abbildung zeigt ein durch die 2D-Software PDQuest (Bioraz@ggtes ,Mastergel“. Es
zeigt die detektierten, mindestens 3-fach regulierten Prptmssowohl der unbehandelten
Kontrollen, als auch der mit RA-behandelten Proben. Eine graphischstellarg der
detektierten Spotintensitaten ist in der Abbildung 3.19 ersichtlich.
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Reihenfolge der Peaks in jedem Histogramm: Probe 1: -/+ RA, Probe 2: -/+ RA, Ptbbe 3:

RA, Probe 4: -/+ RA.

Abb. 3.19: Graphische Darstellung der relativen Spot-Intensitaten deregulierten 64

Proteinspots (SSP), die mit der 2D-Software PD-Quest detektievurden.
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3.4.4 Auswertung der massenspektrometrisch identifizierteRroteine

3.4.4.1 Zuordnung zu zellularen Kompartimenten

Die gewonnen Daten der massenspektrometrischen ldentifikationediifdler Proteinspots
aus nuklearen Extrakten wurden zum besseren Verstandnis und zur Uliehkiibtanhand
von Datenbankeintragen (NCBI, Expasy) zellularen Kompartimentenomiget (Tab.3.2.
und Abb. 3.20). Mogliche Transportvorgange zwischen den Kompartimentennndatiei
zunachst nicht bertcksichtigt.

Neben 34 nukledren Proteinen wurden 28 Proteine anderer zellularer Korapte
identifiziert. In diesem Abschnitt werden zunachst die identitierer Proteine der
angrenzenden zellularen Kompartimente behandelt, eine Beschreilbumgki#giren Proteine
erfolgt im nachsten Abschnitt (Abschn. 3.4.4.2).

Die spezifische Selektivitat der Kernpraparation ist aus derrefiung weniger
mitochondrialer Proteine (3%) ersichtlich. Dieses ebenfallsnibon@numgebene Organell
wurde warend der Kernpraparation fast vollstandig abgetrennt. Zu dechaondrialen
Proteinen in den RA-Proben gehort eine ATP-Synthase, in den Kentsihd Vorlaufer
mitochondrialer Stressproteine identifiziert worden.

Die Aufreinigung von Proteinen weiterer zellularer Kompartimémente nicht vollstandig
ausgeschlossen werden. Dies wurde einerseits durch Verknipfungkibeseartimente mit
der Kernmembran, wie Proteinen des endoplasmatischen Reticulum y&R)des
Cytoskeletts, andererseits durch Prozesse die an der aussaraneidran und dem
anliegenden ER stattfinden, wie z.B. Prozesse der Translation rateinRaltung und des
Proteintransportes, verursacht.

In den Kontrollen wurden Proteine identifiziert, die im endoplasmatisdReticulum
lokalisiert sind, dazu gehdren Isoformen &eisosomale Binding Proteins 1, Rezeptoren die
das Binden von Ribosomen am ER vermitteln, sowie Reticulocalbincdbissmabhangige
Aktivitaten reguliert (Ozawa 1995). Eine differenzierungsabhandigeression von
Reticulocalbin konnte bereits im Rahmen meiner Diplomarbeit (Wiil2§04) nachgewiesen

werden, seine Synthese ist durch eine RA-Behandlung reduziert.
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Kompartiment Kontrolle 10nM RA
SSP SSP
Nukleus 106 | Nucleophosmin Variante 114 hnRP D-like
107 | Nucleophosmin Variante 5507 hnRP K isoform a
3803 | hnRP K isoform a 7105 hnRP K isoform a
3807 | hnRP K isoform a 1018 Nucleophosmin Variante
6711 | hnRP H1 1123 | Nucleolin Fragment
2707 | hnRP K isoform a 2104 Histone h2b
3204 | Modifier 2 2204 | Nucleophosmin 1
2310 | Nucleophosmin 1 3106 p68 RNA Helicase Fragnten
217 | Nucleophosmin 1 4101 MutS homolog 2 Fragment
3206 | Nucleophosmin 1 4204 non-POU-domain-contairgn
3213 | Nucleophosmin 1 octamer binding protein
4815 | Nucleophosmin 1 6004 ribosomal Protein S6
3716 | Arginine/Serine-Rich Splicing Factor 6 7211 Lmin A, isoform A
3809 | Lamin B 8108 | TIS [Mus musculus]
3810 | Lamin B 2003 | PTX1 protein isoform
5306 | Splicing Factor, Arginine/Serine Rich 9 8302 PTX isoform
8803 | Paraspeckle protein 1
8112 | PTX1 protein isoform 1
8112 | PTX1 protein isoform 1
ER 705 | Reticulocalbin 3
3812 | Ribosome-binding protein 1
3816 | Ribosome-binding protein 1
Cytoskelett 102 | non-muscle Myosin light Chain 3 180 | Keratin 2 Epidermis
3610 | gamma-Actin
3611 | gamma-Actin
8704 | Keratin complex 1, acidic, Gene 17
2413 | Keratin, type | cytoskeletal 10
HSP 4809 | Heat Shock Protein 65 20§ HSP 90-beta Fragnten
1406 | HSP70
1505 | Heat Shock 70 Protein
Cytoplasma 6308 | Proteasome subunit MC14 2306 Cad protein Fragent
4819 | Tripeptidyl-Peptidase Il 210 | Proteasome 26S Adase subunit 5
6306 | Peroxiredoxin 3 7111 Eukaryotic translation
310 | Elongation Factor 1-beta homolog elongation Factor 2
2506 Eukaryotic Translation Elongation Factor 1-
delta
Membran 7503 | Stomatin-like protein 2 3210 Fodrin alpha cha - mouse
ECM 115 | Laminin B2
3103 | Nidogen 1 Fragment
Mitochondrium 5803 | Stress-70 protein, mitochondrial precursor 43 | Vacuolar ATP synthase
5807 | Stress-70 protein, mitochondrial precursor catalytic subunit A

Tabelle 3.2: Einordnug der massenspektrometrisch identifizigen Proteine
entsprechend ihres zellularen Kompartimentes
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Cytoskelettale Proteine, die mit der Kernmembran assozéertkénnen, sing-Actin, nicht
muskuléares Myosin (leichte Kette) und Keratine, darunter epidesrigtratin in den RA
behandelten Proben. Eine verstarkte Expression von Keratinen wurdes bbggit
Proteomanalysen der RA-induzierten neuronalen Differenzierungableis (Guo et al.
2001), des weiteren ist eine Beteiligung von Retinoiden an der Eniwghkion epithelialen
Zellen (Keratinocyten) bekannt

Mit dem Cytoskelett verbunden sind Membranproteine, wie FodriKefte), das Actin
bindet, sowie das Integral-Protein Stomatin.

Unter den cytoplasmatischen Proteinen sind in beiden Zustdnden Edosémttoren zu
finden, die wichtige Funktionen bei der Translation Gbernehmen und beiyddreSe von
Membranproteinen am Ubergang zum ER lokalisiert sind.

Zu den identifizierten cytoplasmatischen Enzymen in den Kontrollédrgesine Serin-
Protease (Tripeptidyl-peptidase 1), sowie ein Enzym, dassea Redoxregulation der Zelle
beteiligt ist (Peroxiredoxin), in beiden Bedingungen sind Proteasoraintteiten detektiert
worden, die eine entscheidente Rolle bei der Proteindegradation spielen.

Heatshock Proteine mit Chaperon-Funktion sind wichtig fur FaltungAwicecherhaltung
der Strukur bei Stress und Transportvorgangen vom Cytoplasma in den N(KERZ0
Proteinsynthese, HSP 65: Faltung neuer Proteine). Eine weiteredruiikti HSP 90 durch
eine Interaktion mit TP53/p53¢mor Specific Antigen) aus und ist damit an der Regulation
von Proliferation und Apoptose beteiligt, es liegt in den RA-Behas&ltoben als Fragment
vor.

In den mit RA behandelten Proben sind 2 Proteine der extrazelliieix zu finden, eine
verstarkte Auspragung der ECM konnte bereits beim tryptischeninZehe der EBs
beobachtet werden. Dabei beeinflusst RA die Synthese des E@®ARr Laminin direkt
durch RAResponse Elemente (RARE) im Laminin-Promotor (Vasios et al. 1989).

Das in den Gelen von RA-behandelten Proben detektierte cytoplasreatsd-Protein,
dessen phosphorylierte Form im Nukleus nachgewiesen wurde (Sigbidt 2005), ist an
der Arginin-Synthese wahrend des Harnstoff-Zyklus im Mitochondrium,iesam der
Pyrimidin Synthese beteiligt. Es ist darlberhinaus involviert an Rlegulation des
Zellwachstums, sowie an apoptotischen Prozessen.

Neben dem CAD-Protein wurden weitere hier aufgefiihrte Proteiey&vschiedene HSP-
Formen und Proteasomen-Untereinheiten, durch regulatorische Prozedea iellkern

translokalisiert und nachgewiesen.
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Abb. 3.20: Grafische Darstellung der zellularen Verteilung der idenfizierten Proteine
Einordnug zu zellularen Kompartimenten erfolgt entsprechend ihrer Dateniaidge
(NCBI, Expasy)

3.4.4.2 Funktionelle Zuordnung der nuklearen Pnatei

Die identifizierten nukledren Proteine konnten entsprechend ihrer rk@arsen

Proteindoménen, die funktionelle Ruckschlisse ermdglichen, naher kiassifterden. Zur
Dartellung des Verhaltnisses zwischen Kontrolle und RA-behandBiteben werden die
ermittelten Faktoren in Klammern angegeben (Faktoren > 1 wdrstdrch RA-Einfluss,
Faktoren < 1 durch RA-Einfluss inhibiert).

Die Funktion der in beiden Zustanden identifizierten PTX Protehenicht bekannt, sie
verfigen uber eine Homeodomane und wurden im Nukleus lokalisiert (Cdaetfal. 1997;
Kwok et al. 2001), es wird aber auch eine Funktion beim Ubergang vorauERGolgi

diskutiert.
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Der grosste Anteil der nuklearen Proteine besitzt RNA-Erkerssaogienzen (RRM, RNA
recognition motif) und ist an der Prozessierung von RNA beteiligt. Darunter veosaiee
Isoformen heterogener nukledrer ribosomaler Proteine (hnR&s;ogenous nuclear
Ribosomal Protein), die Komplexe mit mRNA bilden und auch am Transport von mRNA aus
dem Nukleus mitwirken. Einige hnRP-Isoformen agieren als transkefle Regulatoren, so
unterstitzt die D-like Isoform (Faktor 8.58) eine Aktivierung deran$kription in
differenzierten Myotuben (Boopathi et al. 2004), die K-Isoform (in dreidustanden) ist ein
Transkriptionsfaktor, der an den myc—Promotor bindet (Takimoto et al. 1993).

Weitere Faktoren mit Beteiligung an der mRNA-ProzessierungSpiinc ng-Faktoren (Faktor
0.26 und 0.32), sowie die RNA-Helicase p68 (Faktor 10.44) mit Helicase-Do{D&#D-
Box-Doméane) und ATPase-Aktivitat. Die detektierte p68 RNA-Hskchegt in den Gelen
als degradiertes Fragment vor, zusatzlich besitzt es eine Furddioder Regulation der
Transkription, so ist es ein Co-Aktivator von p53 (Bates et al. 2005).

Weitere am Spleissen beteiligte Proteine dtadaspeckle (Faktor 0.28) und NONOnN6n-
POU-Domain-containing, Octamer Binding Protein) (Faktor 5.67), die wahrend der RNA-
Prozessierung miteinander heterodimere Komplexe bilden und ihre Furikben eine
DBHS-( Drosophila Behavior, Human Splicing) Doméane ausiben.

TIS (Topoisomerase-inhibitor Suppressed) oder aRadgrammed Cell Death Protein 4
(Faktor 4.99), dass in den Gelen von RA-behandelten Proben verstarkiedeteltde,
besitzt ebenfalls RNA-Erkennungssequenzen. Es ist ein TumorsupfPesson, das die
Aktivitat des Elongationsfaktors EIf4 inhibiert und ist méglicherween apoptotischen
Prozessen beteiligt (Yang et al. 2003).

Als zweite funktionelle Gruppe sind DNA-bindende und -modifizierende Proteine idiemtif
worden, wie Modifier (Faktor 0.13) beteiligt an der Chromatinorgaoisasowie die als
Fragment detektierte DNAismatch ATPase Muts (Faktor 3.22).

Durch die angestrebte Reduzierung der Histon-Proteine wurde ledaficHiston (Faktor
5.6) mit H2B Domaéne als reguliert detektiert. Die Syntheseildesomalen Proteine, wie die
des detektierten ribosomalen Proteins S6 (Faktor 3.3), erfolgt im Nucleolus.

Es konnte ein Wechsel der Filamente der Kernlamina von Lamiral8diF0.22 und 0.3) zu
Lamin A (Faktor 3.84) nachgewiesen werden, der durch eine RA-Beimgntguliert wird,
dabei induziert RA die Lamin A-Synthese durch ein neues, sogesdmarten-RAResponse
Element (L-RARE) im Lamin A-Promotor (Okumura et al. 2000).

Des weiteren wurden zahlreiche Spots zweier Nucleophosmin+iseforiberwiegend in den
Kontrollen identifiziert, die eine Nucleoplasmin-Domane besitzene Deschriebenen
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biochemischen Eigenschaften (pl, Molekulargewicht) entsprechen aberSget 2310,

dessen Lage in den Gelen, aller vier unabhangiger Proben in Abb. 8y&8tdlt und dessen

relative Intensitaten in Abb. 3.20 grafisch abgebildet sind. In den RAAoeIten Proben
wurde ein Nucleolin-Fragment (Faktor 6.82) verstarkt detektieeve(Abb. 3.19 und Abb.

3.20).

Sowohl Nucleolin, als auch Nucleophosmin sind an der ribosomalen Biogenese beteiligt.

Dabei spielt Nucleolin eine Rolle bei der Reifung von rRNA und demsadimenbau von

Ribosomen (Srivastava und Pollard 1999). Eine weitere Funktion von Nucleblgine

Beteiligung an der Chromatin-Dekondensation durch eine Histon H1-Bindung.

Nucleophosmin ist am Spleil3en von ribosomaler pra-rRNA (Savkur und Olsonur89an

der Centrosom-Duplikation (Okuda 2002) beteiligt. Beide besitzen einecherdenden

Einfluss auf Proliferation und Apoptose wahrend Differenzierungsprezesad wurden
nachfolgend weiter untersucht (Abschn. 3.4.4.3 und Abschn. 3.4.4.4).

Funktion Protein Konservierte Domane
RNA-Bindung | Paraspeckle Protein 1 2 X RRM
und DBHS
Prozessierung
Nucleolin 4 x RRM
Non-POU-Domain-containing, Octamer 2X RRM
Binding Protein DBHS
p68 RNA Helicase DEAD c, Heli ¢, 2x P68 HR
hnRP K Isoform a 2X RRM
hnRP H1 2X RRM
hnRP D like 2X RRM
Tis: Topoisomerase Inhibitor 2Xx RRM
Suppressed
Arginine/serine-rich splicing factor 6 2x RRM 1
Splicing factor, arginine/serine rich 9 2X RRM

Kernlamina Lamin B Filament, IF-tail
Lamin A Filament, IF-tail
DNA-Bindung | Modifier Chromo, chsh
und
Modifizierung
Muts: DNA mismatch repair ATPase Muts
Nucleophosmin (9x) Nucleoplasmin
Histone H2B H2B
Translation ribosomal Protein S6 ribosomal Protein S6e

Tab.3.3: Einordnung der identifizierten nuklearen Proteine entspechend ihrer
Funktion und ihren konservierten Doméanen, die Rickschlusse aufie zellulare
Funktion ermoglichen
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Abb. 3.19: Protein-Spots von Nucleophosmin und Nucleolin der nukleéren
Proteomanalyse von vier unabhangigen Proben unter Einfluss von 10nM Retimsaure.
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Abb.3.20: Grafische Darstellung der relativen Intensitaten von NPM und @3

Die Abbildung zeigt die mit der 2D-Software PDQuest gemessenen ralatiensitaten
(Graustufen) von Nucleophosmin (NPM, Spot 2310) und des Nucleolin- (C23) Fragmentes.
NPM wird durch eine 10mM RA-Behandlung deutlich inhibiert. Das Fragment von C23 tritt
durch eine RA-Behandlung verstarkt auf.

3.4.4.3 Analyse der nuklearen Proteine: Nucleoplmsm

In diesem Abschnitt werden die identifizierten Proteinspots des makle®roteins
Nucleophosmin (NPM) naher analysiert, dessen nukleare Lokalisatiors&ehipth in RA-
behandelten EBs stark reduziert ist (Abb. 3.20) und dessen PeptidetiplanuProteinspots
identifiziert wurden.

Nucleophosmin ist ein multifunktionelles Protein, das einen nachgewaa<Einfluss auf die
Stammzellentwicklung, die embryonale Entwicklung (Grisendi e2@0D5), die Ribosomen-
Biogenese (Savkur und Olson 1998), auf Proliferation und Apoptose (Zeller et al. 2001) sowie
auf die Tumorprogression durch Bindung an p53 und Arf (Colombo et al. 2002 Blertet

al. 2004), besitzt.

Die nominelle Masse von Nucleophosmin betragt 32.5 kDa, im SDSsGshe molekulare
Masse von 37 kDa beschrieben, der isoelektrischen Punkt ist bei pH 4.62 kalkuliert.

Die Lokalisation des als Nucleophosmin detektierten Spots SSP 2Bath(i mer 2310)
entspricht diesen biochemischen Eigenschaften. NPM ist in denR#itbehandelten
Kerngelen auf 1/13 der Vergleichsmengen reduziert. Die Nucleophedpots (SSP 2310)
eines Analyse-Sets, bestehend aus 4 unabhangigen Proben, der nukleammaRatyse,

sind in Abbildung 3.19 dargestellit.

Die zusatzlich zu Spot 2310 detektierten Protein-Spots, in den Kontro$&h1®5, 107, 217,
3206, 3213, 4815), aber auch in Gelen von RA behandelten EBs (SSP 2204, 1018), enthielten
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ebenfalls Peptide bzw. ein Peptid, die als Nucleophosmin identifizigden. Dabei gehdren

die Spots 106,107, 1018, zu einer 24.9 kDa Variante mit einem theoretischen pl von 4,33.
Um die tatsachliche Lage von Nucleophosmin, seiner Isoformen und Degiviaigklaren,
wurde eine 2D-Western-Blot-Analyse unter Verwendung eines monaddtoentikdrpers
gegen Nucleophosmin, der sowohl phosphoryliertes, als auch unphosphoryliertes NPM
erkennt, verwendet, der ein Epitop innerhalb der C-terminalen 68-Aminosgkesmt. Um
etwaige praparative Schwankungen der Proteinmenge auszuschlieen, wurden
Gesamtzelllysate von EBs, die 7 Tage differenziert wurden umdedat unbehandelt
(Kontrolle) oder mit 10 nM RA inkubiert wurden, verwendet. Fur die 28e{@éktrophorese
wurden jeweils 10 pug eines Gesamtzelllysates, unter Verwencamgcm IPG-Streifen mit
einem linearen pH-Gradienten von 4-7 genutzt. Im Anschluss an dieez@&itension
wurden die Proteine in 15%igen Poly-Acrylamid-Minigelen auf einéDIP-Membran
transferiert. Die Detektion mit primarem Anti-Nucleophosmin-Antdeir und sekundéren
HRP-gekoppelten Antikdrper (Abschn. 2.3) erfolgte mit Chemilumiszere in Abschnitt
2.9.4 beschrieben.

Auf den entwickelten Ro6ntgenfilmen, des 2D-Western-Blots, konnwmeils zwei
nebeneinanderliegende Signale von positiven Proteinspots, bei 37 kDadedetgktden
(Abb. 3.22). Im Gegensatz zur deutlichen Reduktion im Zellkern wéahrend der
Proteomanalyse, ist die Reduktion des zellularen Gesamtgehaliscieophosmin nicht so
stark ausgepragt. Eine Beteiligung von Nucleophosmin an Transportvong@mgsucleous

ins Cytoplasma ist nachgewiesen und essentiell fur seine Funktion (Borer et al. 1989)

Der geringe quantitative Unterschied von Nucleophosmin in Gesalygagtin ist ein
Hinweis auf eine Verschiebung im Proteom vom Kern ins CytoplaBeraEinfluss von RA
kénnte die nukleare Menge von Nucleophosmin reduzieren, die zellul&aen®esnge aber

nicht wesentlich verringern.
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Abb.3.22: 2D-Westernblots gegen Nucleophosmin und Nucleolin

Zur spezifischen Detektion der massenspektrometrisch identifizierten enuRéoteine
Nucleophosmin und Nucleolin wurden Westernblots von 2D-Minigelen angefertigt.
Dabei zeigt die Detektion zweier nebeneinanderliegender Spots, die Nucleappositiv
sind, eine leichte Reduzierung des Signals. Die Reduktion ist nicht so stark wi€iel@D
von Kernextrakten ausgepragt, ein Hinweis auf eine Verschiebung des Nucleophosmin
Proteinpools. Der Nachweis des anderen nuklearen Phosphoproteins Nucleolin, zeigt die
durch das 2D-Verfahren aufgetrennte Fragmente. Die Fragmentation ist ieléanvén RA-
behandelten Proben starker ausgepragt. Die autokatalytische Fragmestatom
Proliferationssatus der Zellen abhangig. Der antiproliferative E¥f@ktRA spiegelt sich hier
durch eine hohere autokatalytische Aktivitat des Nucleolin wider.
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3.4.4.4 Analyse der nuklearen Proteine: Nucleolin

Ein weiteres nukledres Phosphoprotein ist Nucleolin, dass ebenfalisfunktionale
Aufgaben tbernimmt, wie eine Beteiligung an der Ribosomen-Bisge(i®rdan 1987), an
Proliferation und Apoptose (Pasternack et al. 1991).

Im Kontrast zur nukledren Reduzierung von Nucleophosmin durch eine RA-Behgndl
konnte ein Nucleolin-Fragment bei ca. 20 kDa verstarkt (6,8-faddohten werden. Eine
autokatalytische Funktion von Nucleolin wurde beschrieben (Lapewle E987; Olson et al.
1990; Chen et al. 1991), dabei ist die Stabilitat in nicht proliferierenden Zellenaeduz

Hier sollte eine Anwendung des spezifischen 2D-Western-Blaisvdistandige Protein,
sowie weitere Derivate detektieren. Zur Detektion wurde der polght Antikdrper gegen
Nucleolin genutzt, der die Aminosauren 2-17 am C-Terminus erkennt. lifiepesenden
Zellen betragt die molekulare Gréf3e von Nucleolin 105 kDa, eine dalgische Aktivitat
ist beschrieben (Fang und Yeh 1993), bei der Peptide in einer Grosse @nur@, 50 kDa
entstehen. Mittels 2D-Westernblot konnten die Fragmente aufgetresrdenv (Abb.3.22),
dabei tritt verstarkt ein Fragment bei 60 kDa auf, nicht jedocl2ddada Fragment aus der
Proteomanalyse, das vom Antikdrper nicht detektiert wird.

Die Analyse zeigt, dass der antiproliferative Effekt von Retirdnires wahrend der
Differenzierung irembryoid bodies zur Destabilisierung von Nucleolin beitragt.

Die nukledre Proteomanalyse RA-abhangiger Differenzierungséakt ermoglichte die
Detektion RNA-prozessierender und DNA-modifizierender Proteine,iesa@ines RA-
abhangigen Wechsels der Kernlaminafilamente von Lamin B zu rigmi Vor allem
ermoglichte die durchgefiihrte Proteomanalyse eine Detektion von é&aktdie den
antiproliferativen und proapoptotischen Effekt einer RA-Behandlung lmgstatie die
verstarkte Synthese des Tumorsuppressor-Proteins TIS und die Diegrader RNA-
Helicase p68. Ein RA-abhangiger Effekt auf die multifunktionalen nukted
Phosphoproteine Nucleolin und Nucleophosmin konnte ebenfalls nachgewiesen.viZenah
einen ist die autokatalytische Aktivitdt von Nucleolin durch Inhibierung Rteliferation
erhoht, zum anderen ist der Nucleophosmin-Pool im Nukleus reduziert.d&r&us
resultierende Verminderung der Ribosomen-Biogenese, besitzt einehegteémnden Einfluss

auf die Regulation der Proliferation.
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurden — durchn vitro Arbeiten - grundlegende Aspekte der
Stammzellbiologie behandelt. Der inhaltliche Schwerpunkt lag aof @Generieren von
spezifischen Vorlauferzellen fur potentielle Anwendungen in der regersrdvedizin und
Untersuchungen friher embryonaler Entwicklungsprozesse in Differenzierodeizm.

Zum einen wurden fruhe h&matopoetische Entwicklungsprozesse am EB-
Differenzierungsmodell analysiert, wie sievivo im extraembryonalen Dottersack bei der
Blutinselbildung zu beobachten sind. Zum anderen wurden neuronale VorlHefemné
potentiellen Regenerationsvermdgen generiert. Eine proteomischgs@raimoglichte die
Detektion nukledrer Faktoren, die unter Einfluss des Morphogens Retineinsguliert
werden. Dafiur wurden vorhandene Analyse-Systeme genutzt undtegtwebwie neue

Verfahren entwickelt.

4.1 Kultivierung von EBs im drop array-System

Fir eine zukinftige Anwendung von Verfahren, die eine regenerativengellbiologie
ermoglichen, ist die Entwicklung und Analyse von neuen Methoden edkdbies beginnt
mit der Wahl bzw. Entscheidung fir ein Verfahren zur EinleitungQifferenzierung von
embryonalen Stammzellen.

Zur in vitro Differenzierung von ES-Zellen werden neben der Co-Kultur nmenigen
stromalen Zelllinien (Nakano et al. 1994) und einigen MonolayerverigiNeshikawa et al.
1998) vorrangig embryoide Kdorperchen, sogenarentbryoid bodies (Doetschman et al.
1985) verwendet. In diesen dreidimensionalen Aggregaten ist dierdbiffierung von
embryonalen Stammzellen bei gleichzeitigem Entzug des difEneingsinhibierenden
Cytokines LIF induziert.

Im in vitro Modell embryoid body konnen frihe zellulare Entwicklungsprozesse
nachvollzogen werden, wie sie im Embryo ablaufen (Doetschman et al.. 1¢8%) der
Aggregation von ES-Zellen werdemmbryoid bodies zuné&chst charakterisiert durch eine
aulere Schicht aus extraembryonalem Entoderm und einen Kern von dedl@malog zu
Zellen des Epiblasten (ICM) sind. Der Epiblastiistsitu der Ursprung der drei primaren

Keimblatter im Embryo.
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Wahrend der weiteren Differenzierung entstehen im EB-Kern hduokal begrenzte
apoptotische Prozesse Kavitaten. Die Entstehung dieser Kavittiteraisg zur Bildung der
amniotischen Hohle im Embryo (Coucouvanis und Martin 1999).

Zur Erzeugung vorembryoid bodies werden vorwiegend zwei Verfahren verwendet, zum
einen durch die Kultur von ES-Zellen in einer hochkonzentrierten Suspgidetschman et
al. 1985), zum anderen erfolgt die EB-Bildung im hangenden Tropfenvemfaanging
drop) (Wobus et al. 1991). Die Vorzige déanging drop Methode, gegenluber der
Suspensionskultur, ist eine kontaktfreie Kultivierung ohne Adhasion zu Kutigsgs, sowie
die Homogenitéat der erzeugtembryoid bodies.

Das verwendetdrop array Systems (Kammer, Patent) nutzt die Vorzlige hdaging drop
Methode. Dariber hinaus ermdglicht das System die Kultivierung venireBlassenkultur,
sowie in vergrof3erten Tropfenvolumina Uber einen langeren Zeitraum uedt \nedfaltige
Einsatzmdglichkeiten fur automatisierte Verfahren (Abschn. 3.2.1 und 3.3.1).

Die Vorzige des verwendetedrop array Systems wurden fir neue Analyse- und

Differenzierungsverfahren genutzt und erweitert.

4.2 Die hamatopoetische Differenzierung

Das Generieren von hamatopoetischen Stammzellen (HSC) durch hum@ne E
Zelldifferenzierung, als Alternative zur etablierten Knochennteksplantation, ist ein
potentielles Ziel der regenerativen Stammzellbiologie.

Damit kdnnte das Problem der geringen Verfiigbarkeit von adulten3ip@6derzellen gelost
werden. Mit der ,therapeutischen cloning Strategie® (Wilmuwle1997), d.h. Erzeugung von
autologen ES-Zellen durch einen Transfer von somatischen Zellkamneima enukleierte
Oocyte, kdnnten immunologische Abstossungsreaktionen ausgeschlossen werden.

Die Erzeugung von humanen Embryonen zur Stammzellgewinnung ist jedbethischen
Bedenken verknupft. In einer aktuellen Arbeit konnten adulte dermalepksten zu
pluripotenten Zellen (iPSnduced pluripotent stem cells) mit den Faktoren: Oct3/4, Sox2,
KlIf4, und c-Myc, ,reprogrammiert” werden (Takahashi et al. 2007¢sBx Ansatz kdnnte das
ethische Problem I6sen. Bis diese Methode etabliert ist, sinchenb®-Zellen eine ideales
Analyseobjekt, um Verfahren zu entwickeln, die dann zumindest teilaeiSeas humane
System uUbertragen werden kdnnen.

Auch zum Generieren von HSCs sind neue Verfahren notwendig, di¢eslaetVerstandnis

der hdmatopoetischen Prozesse wéhrend der Differenzieruivg voraus.
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In situ ist der extra-embryonale viscerale Dottersack der erstedér Bildung von
hamatopoetischen Zellen und BlutgefaRen wahrend der Embryogenese (Bowuche
Petersen, 1996, Palis, 1995). Ausgehend vom Mesoderm entstehen Hamaegiobias
gemeinsamen Vorlaufer von Endothel- und hamatopoetischen Zellen (Choi, 1998riRlobb
Elefanty, 1998). Aus ihnen gehen sogenannte Blutinseln hervor, sie besteheamhesus
aulReren Schicht endothelialer Zellen, die lose gepackte differenziete Blutzellen
umschliel3en.

Die anschlielende Vaskulogenese tritt kurz nach der Blutinselbildemgvisceralen
Dottersack auf.

Embryoid bodies bildenin vitro Strukturen, die Blutinseln &hnlich sind und imitieren damit
zahlreiche Differenzierungsereignisse, wie sie im Dottérsauftreten (Doetschman et al.
1985). Im Verlauf der EB-Differenzierung formieren sich Blutisgrukturen, die Blut- und
Endothelzellen beinhalten und somit ein Model fir Studien der Vaskulogemase
Hamatopoese sind (Doetschman, 1985, Hirashima, 1999, Vittet, 1996).

Die Verwendung des Live-EB-Imaging Systems (Abschn. 3.1.4) erombglierstmalig die
visuelle Darstellung der Aggregierung von ES-Zellen im h&ngendepfen, sowie des
anschlieBenden Wachstums des gebildegenbryoid bodies durch Proliferation und
Differenzierungsereignisse (Abschn. 3.2.1). Vor allem konnte die Botsge friher
hamatopoetischer Differenzierungsprozesse eimbryoid bodies, wie sie in vivo im
extraembryonalen Dottersack bei der Blutinselbildung ablaufen, Madell visuell
dokumentiert werden. Dies umfasst die Bildung von erythroiden StruktordeBrIinneren,
bis zur Freisetzung primitiver Erythrozyten aus dem EB in eihéngenden Tropfen, Uber
einen Zeitraum von 9 Tagen. Dabei verlieren Zellen des gebildeteatd@metischen
Gewebes die Adhéasion zueinander und verlassen den EB.

Die Fahigkeit von ES-Zellen hamatopoetische Zellen zu bilden, wundgtdoénfang der
90er-Jahre beschrieben (Wiles und Keller 1991). Eine Analys&iden hamatopoetischen
Differenzierung erfolgte dabei hauptsachlich durch den molekulareschveis
hamatopoetischer Marker oder von hamatopoetischen Oberflachenmolekdlen.

Parallel zur visuellen Dokumentation konnte das zeitliche Expressistsmvon Genen
erfasst werden, die an der Hamatopoese beteiligt sind (Abschn. D&3Entwicklung
hamatopoetischer Zellen geht vom Mesoderm aus. Der mesodermseier Beaachyury
(Herrmann et al. 1990; Wilkinson et al. 1990) ist bei Nutzungddgs array-Systems nach 3
Tagen der EB-Bildung am starksten ausgepragt. Im gleidegraum konnen Marker des

Hamangioblastenstadiums nachgewiesen werden, die gemeinsame@duféforivon
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hamatopoetischen- und endothelialen Zelllinien. DabeFlistl (Tag 3), der Rezeptor des
VEGFs (ascular epidermal growth factor) (Quinn et al. 1993), ein Marker fur Zellen mit
dem Entwicklungspotential, sowohl fir definitive und primitive hamatopdetizellen, als
auch fur endotheliale Zellen.

Zeitgleich wird SCLI exprimiert (Tag 3), ein bHLH Transkriptionsfaktor, der essentigll
eine Initiation des hmatopoetischen Programms beim putativen igénlastenstadiums ist
(Robertson, Dev. 2000). Dabei ist der Transkriptionsfakiata-1 (verstarkt am Tag 4)
essentiell fur die Entwicklung erythroider Linien (Pevny, 1991, Simon, 1992).

Als frihester Oberflachenmarker fur erste hamatopoetische Werléwurde CD 41 (Tag 4)
identifiziert, seine Expression korreliert mit der Initiationr déefinitiven Hamatopoese
(Mikkola, Blood, 2003). Dies deckt sich mit der Beobachtung der Bildungevgimroiden
Strukturen im Inneren des EBs, die primitive Erythrocyten beinhalien, positiv fur
embryonales Globin (3H-1, ab Tag 4) sind.

Die Initierung der hamatopoetischen Differenzierung erfolgt spontusgehend von
mesodermalen Zellen, die wahrend der ES-Zell-Differenzieruegildet werden. Das
hamatopoetische Potential der beobachteten hamatopoetischen Zellee Hancit ein
praparative Selektion der hamatopoetischen Vorlaufer (Abschn. 3.2.4) emdr
weiterflhrenden cytokinunterstiitzten hamatopoetischen DifferenzierAbgchin. 3.2.5)
analysiert werden. Bisher wurden die gesamten ES-Zellen disaggnegnabtgoid bodies fur
Analysen der Bildung ha&matopoetischer Kolonien genutzt (Keller .ef983), die Zahl
hamatopoetischer Kolonien ist im Vergleich zur angewandten figoéEn Isolierung
hamatopoetischer Vorlaufer deutlich geringer. Die isoliertieZebesitzen sogenanntes
»Multilineage Potential®, d.h. durch eine Kultur in viskoser Methylzellulose mit den
Cytokinen SCF gem cell factor), IL-3, IL-6 und Erythropoietin, konnten verschiedene
hamatopoetische Zelllinien differenziert werden. Dabei bestand d#&Bteg Teil der
differenzierten Zellen aus primitiven Erythrocyten, die durchtiEogoietin induziert wurden
(Abb. 3.8).

Die in der vorliegenden Arbeit angewandte h&dmatopoetische &ifesrung von isolierten
ES-Zellen war beschrankt auf Kolonien myeloischer Zellliniere piimitive Erythrocyten
(BFC-E), Granulocyten, Monocyten, Macrophagen (CFU-GMM) (Abb. 3.8) uadtadllen
(Abb. 3.9). Das Generieren von B-Zellen durch Inkubation mit dem Interléiukin wie es
bei Knochenmarkszellen angewandt wird, war nicht mdglich (Daten nicht gezeigt).

Die wahrend der cytokinunterstitzten Differenzierung detektiertastadllen (Abb. 3.9)
haben einen gemeinsamen ha&matopoetischen Vorlaufer, siensgitd die Haupteffektor

111



4 Diskussion

Zellen der IgE Antikdrper verknipften allergischen Reaktion, dabeid winre
immunologische Funktion hauptsachlich durch den hochaffinen IgE Rezeptttl Fc
vermittelt (Galli et al. 1993, Beaven et al. 1993, Kinet et al 1999).

Keller konnte Mastzellen von hamatopoetischen Vorlaufern nur in gerdaigmachweisen
(Keller et al. 1993), dagegen konnte Tsai reine Populationen mit ®lathrode die auf
Flissigmedium basiert generieren. Dabei wird die Differenage von h&matopoetischen
Vorlauferzellen in Richtung Mastzellen durch 1I-3 und SCF gefordestai, 2000). Die
Charakterisierung der generierten Mastzellen war in der vorliegeAdeeit durch den
Nachweis von spezifischen Mastzellproteasen (Abb. 3.10) mdglich. VorZelsh
abgeleitete Mastzellen haben die Merkmale des Bindegewebs-Typus (lsdi911).

Mit dem hier erstmalig dargestellten Differenzierungsvedahkonnen reine Mastzell-
populationen gewonnen werden. Die als Modell ifiirvitro Analysen inflammatorischer
Reaktionen, wie z.B. Allergien genutzt werden kdnnten.

Neben der Differenzierung von hamatopoetischen Zellen konnteembmyoid bodies
Kavitaten nachgewiesen werden, die von endothelartigen Zellen umgebsn (hb. 3.5),
dies ist ein Hinweis auf die Entwicklung von Blutgefa3en. Die kulgenese ist der
Hamatopoese angeschlossen, die auskleidenden Endothelzellen stamnieltsclge die
hamatopoetischen Zellen, vom gemeinsamen Vorlaufer, dem Hamantgonldas Der EB als
Modell der Angiogenese konnte u.a. wichtige Erkenntnisse z.B. beBldérersorgung

(Angiogenese) von Tumoren liefern (Wartenberg, 1998).

4.3 Retinoinsaure abhéngige Differenzierung

Eine gezielte Differenzierung von ES-Zellen zu spezifischegllitypen kann durch
Einwirkung zahlreicher Faktoren, wie z.B. von Cytokinen und Wachsturoséakt die
entwicklungsabhangige Signalwege regulieren, erreicht werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Morphogen Retinoinsaure (Ra#lysaert, dasn vivo

an der Ausbildung der anterior-posterioren Korperachse betetli@gblisss und Kessel 1991,
Kessel und Gruss 1991) umdvitro eine zeit- und konzentrationsabhéngige Wirkung auf die
Differenzierung von ES-Zellen ausubt (Wobus et al. 1997).

Resultate aus der Analyse der zeit- und konzentrationsabhangigen Wirkung von Retneoins
auf die Differenzierung embryonaler Stammzellen bildeten dasriementelle Fundament fir

die anschlie3ende Proteomanalyse Retinoinsaure-regulierter Keimgi@tbschn. 3.4).
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Eine Verwendung des vorhandenen EB-Dokumentationssystems ermdglicime de
konzentrationsabhangigen Effekt von Retinoinsédure auf die EB-Entwicldutamatisiert
aufzunehmen und zu messen, weiterhin konnte ein Vergleich der Cyitdtoxder
Lésungsmittel Ethanol und DMSO dargestellt werden (Abschn. 3.3.1).

Dabei wurde die Sensitivitat von ES-Zellen zu Chemikalien genutet,aldi anerkannte
Alternative zu Tierversuchen, zur Untersuchung der Embryotoxizitatvemischen Stoffen,
verwendet werden kann.

Die Analyse zeigt, dass das Wachstum von ES-Zellesmioryoid bodies durch steigende
RA-Konzentrationen inhibiert ist. Ein antiproliferativer Effekt vom\ Rwf verschiedene
Tumor-Zelllinien HL-60 écute promyelocytic leukemia), MCF7 (mammary carcinoma),
SCC4, SCC15 und A431squamous cell carcinomas) (Frey et al. 1991) wurde durch
Verwendung des EB-Dokumentationssystem (Abb. 3.2) bei ES-Zelleriaibedbeobachtet.
Die Konzentrationsabhéngigkeit dieses Effektes wahrend der EBdkhing konnte mit
diesem automatisierten Verfahren genauer analysiert werden (Al3s8Hr).

Der zeit- und konzentrationsabhangigen Effekt von Retinoinsaure auftsckung von
embryoid bodies konnte durch Nachweis friher Keimblattmarker dargestellt werden.
Insbesondere die Inhibierung der mesodermalen Differenzierung anpidBeides
mesodermalen MarkerBrachyry und die Induktion der ektodermalen, bzw. neuronalen
Differenzierung, durch verstarkte Expression des ektodermalen iMdPhe-6, sowie des
neuronalen Markers 3-tubulin III.

Weiterhin wurde der inhibitorische Effekt hoher RA-Konzentrationen digf Oct-4
Expression, des Markers fur undifferenzierte ES-Zellen, nachgewi®ie Oct-4 Repression
wird dabei direkt durch RAesponsive Elemente im Oct-3/4 Promotor verursacht (Barnea
und Bergman 2000).

In den analysierten embryoid bodies konnte auch noch nach 7 Tagen der
Differenzierungsinduktion Oct-4, ein Marker undifferenzierter Z68en, detektiert werden.
Dieser Hinweis auf undifferenzierten ES-Zellen in 7 Tagenadtabryoid bodies zeigt, dass
Zellen aus EBs nicht direkt fur Transplantationsexperimente velsteverden konnen, weil
sie durch ungehemmte Proliferation das Potential fir die Entstelamderatokarzinomen

besitzen.
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4.4 Retinoinsdure induzierte neuronale Differenziaing

Zur Generierung von spezifischen Zelltypen werden verschiedene Stnaeaegewandt.

Zum einen wird die gezielte Differenzierung von ES-Zellen durdergifizierungsférdernde
Faktoren, wie von Cytokinen oder Wachstumsfaktoren spezifisch induziert, anderen
kénnen die gewilnschten Zelltypen anhand einer Markerexpression setektidyaw.
unerwunschte Zellen eliminiert werden.

Die zeit- und konzentrationsabhangige Analyse zeigt, dass hohe RAetcationen die
neuronale Differenzierung fordern.

Die Art und Weise, wie Retinoinsdure die neuronale Differenageinduziert, ist nicht vollig
geklart. Es wird sowohl eine direkte Induktion, als auch eine indireétedeFung der
neuronalen Entwicklung, durch eine Inhibierung der mesodermalen Diffememg
diskutiert. Eine hemmende Regulation des Wnt- Sighalweges istd#gnendglichen Wege
des Retinoinsaure induzierten Mechanismus der neuronalen Differerienuriner ES-
Zellen, da R-Catenin direkt mit dem RA-Rezeptor (RAR) interagind so den Wnt-[3-
Catenin anti-neuronalen Signalweg durch eine verstarkte Regulales sezernierten
Frizzled-Related Protein 2 (Sfrp2) inhibiert (Aubert et al. 2002).

Ein anderer moglicherweise beteiligter Faktor ist FGHEer wahrend der
Embryonalentwicklung durch endogene Retinoinsaure reprimiert wird uddraka die
neuronale Differenzierung der posterioren neuronalen Platte forde@egiensatz dazu, fuhrt
eine Uberexpression der an der RA-Synthese beteiligten Raldh&nal@ehyde-
Dehydrogenase), wahrend der Differenzierung, zu einer zeit uncmioaizonsabhangigen
Repression anteriorer Strukturen, (Chen et al. 2001; Shiotsugu et al. 2004).

Die Kenntnisse der zeit- und konzentrationsabhéangigen Analyse wunddrefEtablierung
eines neuronalen Differenzierungsprotokolls verwendet, das die EB-Bilshiinger RA-
Inkubation in einen Schritt einschlie3t. Nach EB-Erzeugung und licafukiier neuronalen
Differenzierung erfolgte eine serumfreie Kultivierung in medme Schritten, um eine
mesodermale Differenzierung zu unterbinden. Dadurch konnten differenXiedironen
innerhalb einer Woche nachgewiesen werden (Abb. 3.14).

RA behandelte ES-Zellen bilden zun&chst neuronale VorlauferzeitedemCharakteristik
von radialen Gliazellen, &hnlich diervivo Situation (Malatesta et al. 2003). Diese Vorlaufer
differenzieren zu glutamatergen Neuronen, die funktionell miteinaretbunden sind (Bibel
et al. 2004) und auch das Potential haben, zu Astrozyten zu diffesmzi®ie
Entwicklungsbeschrdnkung von Retinoinsdure-induzierten Neuronen wurde durch

Transplantationsexperimente bestatigt (Plachta et al. 2004) WeimoiRgAure induzierte
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Vorlaufer in das Ruckenmark von Hiuhnerembryonen transplantiert werdenclkaih sich
Motoneurone und spezifische Subtypen von Interneuronen im anterioren Rickennidrk, nic
aber zum dorsalen Phanotyp, oder zu sensorischen Neuronen dorsaler Spinalganglien.
Im Gegensatz zur Restriktion der RA-Differenzierung, konnte eint vieeiteres
Entwicklungspotential von ES-Zellen, wie z.B. zu sensorischen Neurongnanaleren
neuronalen Differenzierungsprotokollen im Huhnerembryo nachgewiesen wgtidehta,
2004).
Eine Differenzierung von spezifischen Zelltypen ohne Selektionhtremcht aus, um
homogene Zell-Populationen zu erreichen. Die nach der neuronalen Induktiotemus
embryoid bodies-Gewebeverband herausgeldsten Zellen waren Uberwiegend (18084
positiv fir RC2, ein Marker flr radiale Gliazellen (Missonletl888). Wéahrend der weiteren
neuronalen Differenzierung war jedoch eine erhthte Letalitdt derom&en Zellen zu
beobachten. Ahnlich dein vivo Situation, wird die neuronale Differenzierung von
apoptotischen Prozessen begleitet. Bei der Entstehung von Hirnstruldlingnieren
apoptotische Prozesse wahrend der Entwicklung 20-80% der Neuronen (Handiuader
1981; Oppenheim et al. 1991) vitro induziert Retinoinsédure die Apoptose von ES-Zellen
wahrend der neuronalen Differenzierung, die mit einer ReduktionBeb2 gekoppelt ist
(Niizuma et al. 2006). Dabei wird das apoptotische Signhal durch RAgRazn vermitteltln
vivo wird die Apoptose ebenfalls durch endogenes RA in embryonalen Neurahenert
(Okazawa et al. 1996).
Obwohl der grofite Teil der differenzierten Zellen von dissoziidffds zunachst positiv fur
den radialen Gliamarker RC2 war (Abb.3.12), konnte nach einer langalévierung (nach
7 Tagen) keine homogene Zellpopulation nachgewiesen werden. Giéfinlesind zu einen
auftretende apoptotische Prozesse der differenzierenden Neuronen,armaren die
Proliferation anderer Zelltypen, vor allem von Zellen mit der Morphelegithelialer Zellen.
Desweiteren bildeten die differenzierten Neuronen keine homogefipoldlation aus,
sondern es konnten sowohl differenzierte Neuronen, als auch Astra@adthreiner Woche
Inkubation, bzw. Differenzierung nachgewiesen werden.
Besondere Bedeutung erlangen die in dieser Arbeit vorgestelltem rfenstokolle in
zweierlei Hinsicht.

1. Die Erzeugung neuronaler Zellen wird erheblich beschleunigt und

2. der neuronale Zelltyp wird mit hoher Ausbeute (90%) hergestellt.

Beides ist fir einen Einsatz von Differenzierungsprotokollen von eminenter Badeut

115



4 Diskussion

4.5 Proteomanalyse von RA regulierten Faktoren im Nkleus

In der vorliegenden Arbeit wurden proteomische Verfahren zurkbetevon nuklearen
Faktoren angewandt, die wahrend der ES-Zelldifferenzierung durch Mtaphogen
Retinoinsaure in ihrer Expression beeinflusst werden.

Erganzend zu genomischen Methoden ermdglichen Verfahren, die unterBdgriif
Proteomics zusammengefasst werden, die weitergehende Analyse eeRutieine.

Dies ist von besonderer Bedeutung, da die zellularen Proteine dghami¥eranderungen
unterliegen, wie beispielsweise posttranslationalen Modifikationereiden entscheidenden
Anteil an der Regulation zellularer Prozesse besitzen.

Als etabliertes proteomisches Verfahren wurde die 2D-Gddtelghorese (Klose 1975;
O'Farrell 1975) genutzt. Sie ermoéglicht die reproduzierbare zwerdionale Auftrennung
komplexer Proteingemische (mehrere tausend Proteine) entsprechemdsielektrischen
Punktes (erste Dimension) und ihrer molekularen Masse (zweiteri3ion), sowie eine
relative Quantifikation von Proteinen zu einem bestimmten Zeitpunkt.

Durch Anwendung verschiedener Fraktionierungs-Verfahren, wie beispists einer
vorgeschalteten Auftrennung von Proteinen entsprechend ihrer physikaligehe oder
chemischen Eigenschaften (Modifizierung z.B. Phosphorylierung)jesewmer isolierten
Analyse subzellularer Kompartimente, kann die Komplexitat von Pggeischen reduziert
werden. Dadurch kénnen auch Faktoren von geringer Kopienoahbundant) detektiert
werden, die bei Gesamtzell-Analysen von Faktoren in grof3er Kopike(tigh abundant),
wie z.B. Proteine des Cytoskeletts, tberlagert werden.

Die Konzentration in dieser Arbeit auf die Analyse des nukledren Subproteoms vail&s-Z
ermdglichte die Detektion von nuklearen Faktoren, die unter Einfluss viinoRe&ure
reguliert werden. Dies wird besonders deutlich durch den Naclkemes Mitgliedes des RA-
Signalweges, des aktivierten zellularen RA-Binde-Proteins (Crabp Nukleus, das den
nukledren RA-Rezeptor (RAR) nach RA-Behandlung aktiviert (Chambon 1996).
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4.5.1 Isolierung von Zellkernen aus ES-Zellen

Die Erzeugung von homogenembryoid bodies in Massenkultur konnte mit dednop array
System im Hochdurchsatzverfahren erzielt werden.

Die erfolgreiche Bearbeitung des Projektes setzte die Veluveg eines etablierten
Verfahrens zur Isolation von Zellkernen, sowie eine fur eine suiéel Analyse
erforderliche Menge an homogenen EBs voraus. Das verwendete &srgironsprotokoll
(Abschn. 2.10.11) wurde in der Arbeitsgruppe entwickelt und an den erforderlichen BDairchsa
angepasst. Der grosse Vorteil dieser Methode ist, dass ein gerefetgtssedimentiert wird,
das von den restlichen zellularen Bestandteilen leicht abgetrennt und gewasciemkaan.
Die Effizienz der Kernpraparation wird durch die Detektion eineswibgenden Anteils an
Proteinen (Uber 56 %), die priméar im Nukleus lokalisiert sind, sowiehdeinen geringen
Anteil mitochondrialer Proteine (3%), des zweitgro3sten membranumgeb@mganells,
dargestellt.

Unter den detektierten Proteinen anderer zellularer Komparenesiinden sich zahlreiche
Proteine die ebenfalls im Nukleus beschrieben wurden, sowieirferotie an nuklearen
Transportvorgangen beteiligt sind.

Ein vollstandiger Ausschluss von Proteinen anderer zellularer Komeate ist nicht
maoglich, da andere Kompartimente mit der Kernmembran verknUpft siadz.B. Proteine
des endoplasmatischen Reticulums (ER) oder des Cytoskeletts, liNared’rozesse am
ER und der Kernmembran stattfinden.

Zu den Prozessen die am ER stattfinden gehort die Proteinbiosynibas Membran-
proteinen. Es konnten Proteine die an der Initiierung der Translatteilidpg sind detektiert
werden, wie Elongations-Faktoren, die eine GTP-abhangige Bindungrileoazyl-tRNA
zur A-Seite der Ribosomen wahrend der Proteinbiosynthese fordemngaibnsfaktoren
(Elf-1 alpha) wurden bereits in nukledren Exportkomplexen mit XAEEF;1A1, Ran und
aminoacyl-tRNA nachgewiesen (Calado et al. 2002).

Als weitere Faktoren die u.a. an der Proteinbiosynthese bet@ildjtkonnten verschiedene
Proteine aus der Familie der Heatshock-Proteine detektiedeweMit ihrer Chaperon-
Funktion Ubernehmen diéleatshock-Proteine wichtige Aufgaben bei der Faltung und
Aufrechterhaltung der Struktur von Proteinen wahrend der Proteinbiosyniieezellularem
Stress, sowie bei Transportvorgangen zwischen zellularen Oeggnelie z.B. zwischen
Cytoplasma und Nukleus (HSP70 Proteinsynthese, HSP 65: Faltung neteemneé? HSP 90:
Interagiert mit TP53/p53umor Specific Antigen). Einige HSPs (HSP, 70, 90) werden bei
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zellularem Stress in den Nukleus translokalisiert und Gben dort imetibn aus (Pouchelet
et al. 1983; Welch und Feramisco 1984; Imamoto et al. 1992; Kato et al. 1999).

Die nukleare Kernmembran ist vom Membransystem des ER umgebeBetaieggung von
Reticulocalbin bei der ES-Zell-Differenzierung konnte bereits Rahmen meiner
Diplomarbeit (Wilhelm 2004) nachgewiesen werden. Es ist mOgiiektise an der Regulation
calcium-abhangiger Aktivitdten im Lumen des endoplasmatischenuRgetis oder im post-
ER-Kompartiment beteiligt (Ozawa und Muramatsu 1993), dabei wirdSgighese von
Reticulocalbin durch eine RA-Behandlung inhibiert.

Die Behandlung voembryoid bodies mit Retinoinséure bewirkte eine verstarkte Ausbildung
von extrazellularen Matrix (ECM) Proteinen, dies konnte bereita Mareinzeln der mit RA
behandelterembryoid bodies beobachtet werden, da die Vereinzelung durch die ausgepréagte
ECM erschwert wurde und Kontaminationen wahrend der Kernpraparatimsaehte. Nicht
vollstandig zerlegte EBs kdnnen bei der Praparation die Kernfraktromregnigen und sind
damit eine mogliche Ursache fur kompartimentsfremde Proteine Kemlysat. Die
molekulare Masse der detektierten Proteine des ECM ist duechlmgpsin-Behandlung
wéhrend der EB-Vereinzelung reduziert.

Die Proteomanalyse bestatigte eine verstarkte AuspragurieGirin den mit Retinoinsaure
behandelten Proben durch eine verstarkte Laminin und Nidogen Synthese.wirdbdie
Laminin Synthese direkt durch Bindung des durch Retinoinsaure aktiviedidaren RA-
Rezeptors (RAR) an RResponse-Elemente im Promotor des Laminin induziert (Vasios et
al. 1989).

Verschiedene Formen des Cytotkeratin werden wahrend der Retun@ns#luzierten
neuronalen Differenzierung verstarkt synthetisiert (Guo et al. 20Bih). Einfluss von
Retinoinsdure auf die Entwicklung epithelialer Zellen ist bekabné Forderung der
Differenzierung zu epithelialen Zellen wurde bereits wahremaheeronalen Differenzierung
beobachtet.

4.5.2 Funktionelle Zuordnung der nuklearen Proteine

Die Behandlung von ES-Zellen wahrend der Differenzierung minBiegaure induzierte die
Synthese des Kernlamina Proteins Lamin A. Im Gegensatz zum universathem B, sind
A-Typ Lamine weder in frihen Embryonen, noch in embryonalen Carciig@pZelllinien
zu finden. Nach einer RA-Behandlung exprimiert die EC-ZelliR#9 A-Typ Lamine.
Okumura beschreibt ein neues MRAsponsive-Element, das Lamin-A/C-RAResponsive
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Element (L-RARE), dass innerhalb des Lamin A/C-Promotors lokalist (Okumura et al.
2000). Der Wechsel von Lamin B zu Lamin A durch eine RA-Behandlungemmrdier
durchgefuhrten Proteomanalyse in von ES-Zellen abgeleiteten EBs egstaciigewiesen.
Lamin A ist ein Caspase Substrat und wird wahrend der Apoptosdtgag@akahashi et al.
1996).

In dieser Studie wurden zahlreiche nukledre Proteine identifizieat,an Prozessen der
zellularen Transkription bzw. der translationellen Kontrolle invotveend. Dabei konnten
Kernproteine detektiert werden, die sowohl eine Rolle bei derA-RiNdung und
Prozessierung, als auch an der DNA-Bindung und -Modifikation spielen.

Nach der Transkription unterliegt die pra-mRNA zahlreichen Redprogzessen und geht
dabei mit Ribonukleoproteinen Komplexe ein. Die Prozessierung deniRNA findet im
SpleiBosom statt. RNA modifizierende Proteine zeichnen sich dumdA-fhdende
Domanen aus.

Der grofdte Anteil der identifizierten nukledren Proteine besisolche RNA-
Erkennungssequenzen (RRM, RNaAcognition motiv) und ist an der Prozessierung von
MRNA beteiligt. Darunter sind verschiedene Isoformen von hnR&erdgenous nuclear
Ribosomal Protein), die Komplexe mit mRNA bilden und auch am Transport von mRNAs
aus dem Nukleus mitwirken. Einige hnRP-Isoformen agieren als tipiwsialle Regulatoren,
SO unterstitzt die durch Retinoinsaure verstarkték®-lsoform eine Aktivierung der
Transkription in differenzierten Myotuben (Boopathi et al. 2004), disdferm (in beiden
Zustanden) ist ein Transkriptionsfaktor, der an den myc—Promotor bifdkitmoto et al.
1993). Die Funktion von hnRNPs reicht dabei von der mRNA Verpackung und Trarsport
zum RNA-Spleil3en un8iilencing (Krecic und Swanson 1999).

Unter normalen Wachstumsbedingungen befinden sich die hnRNPs nachedess&h des
Nukleolus im Nukleus. Ein Subset von hnRNPs (hnRNPs A und K) pendelt szvidihen
Nukleus und dem Cytoplasma, andere Formen (C1/C2 und U) verbleiben m(ieol-
Roma et al. 1989).

Neben den durch eine RA-Behandlung reduzie8aiting-Faktoren konnte ein Paraspeckel
Protein und das durch RA verstarkte NON®orf-POU-Domain-Containing, Octamer
Binding Protein), die miteinander heterodimere Komplexe bilden, detektiert werdede Be
besitzen eine DBHS-Dfosophila Behavior, Human Splicing) Doméne, die durch zwei
tandem RNA-Erkennungsmotive mit eindnelix-turn-helix (hth) DNA-Bindedomane
charakterisiert wird (Fox et al. 2002; Shav-Tal und Zipori 2002) eifr@tmit dieser DBHS-
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Domane regulieren nukleare Rezeptoren, wie Progesteron-Rezeptoren hymdid T
Rezeptoren und nehmen ebenfalls an der mRNA Regulation im Nukleus teil.

In den mit RA-behandelteembryoid bodies konnte verstarkt ein Fragment (ca. 20 kDa) der
RNA-Helicase p68 (DDX 5) detektiert werden. lhre Helicase Rankiibt sie durch eine
sogenannte DEAD-Box-Domane und ATPase Aktivitat aus. Sie ssinasll fur die RNA-
Prozessierungnd wird mit Spleiiosomen co-aufgereinigt (Gottschalk et al. 1998).
Zusatzlich zur Funktion der RNA-Prozessierung, tbt p68 eine Aufgabieaalkskripioneller
Regulator aus. Es ist an der Regulation des Zellwachstums undra@rdkerung von
Tumoren beteiligt (Stevenson et al. 1998; Causevic et al. 2001) undgieterals
transkriptioneller Co-Aktivator mit dem nukledren Ostrogen-Rezeptanicht jedoch mit
dem Retinoinsaure-Rezeptw(Endoh et al. 1999).

Eine besondere Bedeutung bt p68 als ein potenter transkriptioneller @atékkdes p53
Tumorsuppressors aus, dabei aktiviert es die Transkription voriRggp8nsive Promotoren
und interagiert in der Zelle mit p53 (Bates et al. 2005).

Der Transkriptionsfaktor p53 wird durch zellularen Stress, inklusiveA{ZBrstérung
induziert, bzw. stabilisiert (Vogelstein et al. 2000; Lohrum e®@01). Als Co-Suppressor
unterstutzt p68 die Funktion von p53, wie die Hemmung der Proliferation und Edgdesn
Apoptose und DNA-Reparatur.

Zusatzlich wird p68 wie p53 zum p21 PromotBydin-Kinase Inhibitor) rekrutiert, das die
Cdk-Cyclin-Komplexe hemmt und ein Verbleiben in der G-Phase \sahtr{Bates et al.
2005).

Mdogliche Ruckschlisse aus der Detektion des p68 Kinase-Fragmeniegis einen, eine
reduzierte RNA-Prozessierung, zum anderen wird die Inhibierungmdiferation und die
Forderung der Apoptose durch den proteolytischen Abbau beeintrachtigt.

Neben den RNA bindenden und prozessierenden Proteinen sind als zweitentliekti
Gruppe DNA-bindende und modifizierende Proteine identifiziert worder, des durch
Retinoinsdure reduzierte Modifier Protein, das an der Chromatinorganisatdigbist.

Das humane Homolodnéterochromatin like protein) von Modifier erkennt und bindet Histon
H3-Enden, dabei fuhrt die Methylierung von Lysin-9 zu einer epigehetisRepression. Die
Interaktion de$eterochromatin like proteins mit dem Lamin B Rezeptor (LBR) kann zu einer
Assoziation des Heterochromatins mit der inneren nuklearen Membran beitragen.

Als weiteres DNA modifizierendes Protein, wurde die DN#smatch ATPase Muts in den

mit RA behandelteembryoid bodies als Fragment detektiert.
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Es gibt in beiden Zustanden weitere Hinweise auf die Degoadain Proteinen wéhrend der
ES-Zelldifferenzierung, durch differentielle Expression von Prot@aSntereinheiten, wie
die Proteasome Untereinheit MC14 in den unbehandelten EBs, sowibgliBroteasom-
Untereinheit, die am Ubiquitin-Signalweg beteiligt ist und dereneiBgung an der
Degradation sowohl im ER, als auch im Nukleus nachgewiesen wilagokat und
Hoffmann 2002).

Weiterhin konnte in den unbehandeltembryoid bodies eine Serin-Proteasdrpeptidyl-
Peptidase I1) nachgewiesen werden.

Die Proteomanalyse unterstrich die hemmende Wirkung von Retinoinséuiredia
Proliferation und die Férderung der Apoptose und ermdglichte eine Detektion von (eaklear
Faktoren, die an diesen Prozessen beteiligt sind, darunter in den etnoiRsaure
behandelteembryoid bodies ein Fragment (ca. 50 kDa) des CAD Proteins.

CAD ist ein multienzymatisches 240 kDa Protein, das drei enmchan Aktivitdten besitzt:
der Carbamoyl Phosphate Synthetase (CPSII), der Aspari@tscirbamoylase (AT-Case)
und der Dihydrogenoretase (DHOase). Es ist verantwortlich &idelnovo Synthese von
Pyrimidine Nukleotiden und das Zellwachstum. Die proteolytische Bumaldes CAD
Proteins ist ebenfalls ein Hinweis auf apoptotische Prozessserd@hosphorylierte Form
primar im Nukleus lokalisiert ist (Sigoillot et al. 2005). CA® ein MAP-Kinase- Nlitogen
Activatet Protein Kinase) Target, dabei wird Thr-456 kurz vor dem Beginn der S-Phase
phosphoryliert (Graves et al. 2000). Die CPS Il Aktivitat des GADteins reguliert den
Signalweg, da sie den ersten und begrenzenden Schritt des ®igeslkatalysiert. Eine
verstarkte CPS Il Aktivitdt wurde in Tumorzellen nachgewiesen (Reardon ebdn¥985).
Wahrend der Apoptose, durch eine selektive Proteolyse des CAD-Protairest CPS 1l die
Aktivitat, dies erfolgt parallel zur Aktivitat der Caspase-3. \Esrden zwei Caspase-3
Spaltungsstellen von CPS Il nachgewiesen, die eine reduzierteid®yrSynthese wahrend
der Apoptose erklaren (Huang et al. 2002).

Das nukleare Protein TI®rogrammed cell death protein 4) ist ein Tumorsuppressor Protein,
das die Proteinbiosynthese der Translationsinitiierung unterdrickt.vEisgrkte Synthese
von TIS ist wahrend der RA-induzierten granulocytischen Diffeegnrig in NB4 und HL60
AML Zelllinien nachgewiesen worden (Ozpolat et al. 2007). In didgéeit wurde dies
erstmal wahrend die RA-induzierten Differenzierung von ES-Zellen bestatigt

Die Spotzahl der 2D-Gele von RA behandelten Proben ist besonders immukshkeilaren
Bereich deutlich erhoht (Abb. 3.16 und 3.17). Die Detektion von degradiertennémteiie
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das oben beschriebene CAD-Protein mit Caspase-Schnittstellem iseiterer Hinweis auf
proteolytische Prozesse bzw. auf Apoptose.

Bereits behandelt wurde die p68-Helicase, ebenfalls konnte eigmErd des
Heatshockproteins HSP90 in den RA behandelten Proben detektiert werden. HSP90 besitzt
eine antiapoptotische Funktion. Das hsp90R Gen wird wahrend derdu¥ierten Apoptose

von Jurkat-Zellen reprimiert (Zhang et al. 2004). Der proteolytigebieau von HSP9O in
RA-behandelten EBs kdnnte somit Teil apototischer Prozesse sein.

Eine Degradation des an der DNA-Mismatchreparatur beteilijtats-Proteins, kdnnte
ebenfalls durch unzureichende DNA-Reparatur proapoptotisch wirken, odemerd bereits

durch apoptotische Prozesse degradiert.

4.5.3 Analyse der nukleéren Proteine: Nucleolin und Nucleophosmin

Auch das an der DNA-Bindung und Modifikation beteiligte Nucleolin wirdrddiert und
wurde parallel zu Nucleophosmin naher analysiert.

Nucleolin ist in den mit Retinoinsdure behandeksbryoid bodies mehr destabilisiert, dies
wird durch eine auftretendes Fragment wéahrend der Proteomanalyse, esn verstarktes
Fragment im Western-Blot verdeutlicht (Abb. 3.19).

Das nukleare Nucleophosmin ist durch RA-Behandlung reduziert, delarellGesamtgehalt
ist aber nicht wesentlich beeinflusst.

Die beiden nukledren Phosphoproteine Nucleolin und Nucleophosmin sind multifuli&tione
Proteine, die an der ribosomalen Biogenese beteiligt sind. Die riblesBmogenese reguliert
die Translation und hat damit einen entscheidenden Einfluss auf dienBiaggnthese.
Zahlreiche zellulare Prozesse, wie Proliferation und Zetlstagn sind von der Bereitstellung
von Ribosomem abhéangig. Neben dieser funktionellen Aufgabe UbernehmeioliNuactel
Nucleophosmin noch weitere wichtige zellulare Funktionen. Sie sindorfeakt die die
zellulare Proliferation beeinflussen und ebenfalls an apoptotischen Prozegslégt bitd.
Nucleophosmin (NPM) ist in den Kernen von RA-behandetebryoid bodies deutlich
reduziert (Abb. 3.19), die Reduktion des zellularen Gesamtgehaltes vondifelloch nicht
so stark ausgepragt (Abb. 3.22). Es ist ein abundantes multifunktionletispH®protein das
hauptséachlich in der granularen Region des Nucleolus lokalistefpector et al. 1984).
Zahlreiche zellulare Ereignisse sind mit NPM verknupft, inklusiibosomen-Biogenese,
Protein-Chaperoning und Centrosomen-Duplikation (Kondo et al. 1997; Okuda260@/.
Okuwaki et al. 2001).
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Es ist essentiell wahrend der Embryonalentwicklung und fur difeghterhaltung der
genomischen Stabilitat (Grisendi et al. 2005).

Bei der Tumorgenese spielt es eine bedeutende Rolle, so ist mas zhlreichen humanen
hamatopoetischen Tumorerkrankungen, wie AMicufe myeloid leukaemia) und CML
(chronic myelogenous leukaemia) zu verschiedenen Partner Genen transloziert.

NPM moduliert positiv und negativ die Aktivitdt von Tumorsuppressor Gemenp53
(Colombo et al. 2002; Kurki et al. 2004) und Arf (Bertwistle et al. 2®6@fgaonkar et al.
2005) und wird durch Stressstimuli, inklusive DNA Schadigung (Wu und Yung 2@02g s
Hypoxie (Li et al. 2004) induziert.

Eine verstarkte nukleare Aktivitat, wie die Ribosomen-BiogeneseVoraussetzung flr
Proliferation, so exprimieren proliferierende Zellen Nucleophosmgrofien Mengen (Chan
et al. 1989).

NPM bewegt sich wie andere nukledre Proteine aktiv zwischen &ubrsh
Kompartimenten, dabei ist der Transport essentiell fir seine Ban{brer et al. 1989). Der
nukleéare Export von NPM fordert das Zellwachstum, so vermittelt Nvieldpielsweise den
Export des ribosomalen Proteins 15 vom Nukleus in das Cytosol durch den CRM1-abh&ngigen
Mechanismus.

Die Translokation von NPM aus dem Nucleolus in den Nukleus ist eamtesdkes Ereignis
wéhrend der Progression in die S-Phase, wenn der Export durch ohem $uppressor Arf
inhibieret wurde, arretieren die Zellen in G1 (Brady et al. 2004).

Arf interagiert mit NPM und foérdert die Polyubiquitinierung, die iimeg proteasomalen
Degradation resultiert. Die Bindung von Arf an Mdm2 (Chin et al. 19@8ursacht die
Inhibierung seiner E3-Ligase-Aktivitdt (Honda und Yasuda 1999) undlisiatt bzw.
aktiviert den Tumorsuppressor p53. Eine Arf-Uberexpression verursacht 2ateyklus-
Arrest in G1 und G2 in einer p53-abhéangigen Weise.

Der Verlust der NPM Expression resultiert in einer ausgeprdgtabierung der zellularen
Proliferation und verstarkter Apoptose (Itahana et al. 2003; Bdeaweitsal. 2004; Brady et al.
2004; Grisendi et al. 2005).

Ein weiterer Hinweis, dass NPM die Stress induzierte Apoptoseluliert, ist die
Beobachtung, dass Nucleophosmin bei einer Behandlung von humanen Leukarkizéflen
und Hela-Zellen mit einer Vielzahl von proapototischen Medikamenten sindans
Nucleoplasma translokalisiert wird (Chan und Chan 1999).

Wahrend der Apoptose wird das Bcl-2 Familien-Mitglied Bax durch &wnétionsanderung
aktiviert und in die Mitochondrien translokalisiert, wo es die Cytochi©+hreisetzung
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aktivieren kann, die in einer Caspase-Aktivierung resultiert @@t al. 1997; Narita et al.
1998). Nucleophosmin wurde als neues Bax-Chaperone beschrieben, das agutiioRe
der Apoptose beteiligt ist und durch Konformationsdnderung an aktivigaredindet. Ein
weiterer Hinweis fir eine Beteiligung an der Translokation vex Bt, dass NPM nach
einem apoptotischen Stimulus im Cytoplasma akkumuliert, bevor Bax iMitbehondrien
translokalisiert wird (Kerr et al. 2007).

Ebenfalls im subnuklearen Kompartiment des Nukleus, dem Nukleolus,ristadgtanteil
von Nucleolin lokalisiert. Das Phosphoprotein von exponentiell wachsendery@igaen
Zellen befindet sich hauptsachlich in der dichten fibrillaren und uljfieen Region des
Nucleolus (Bugler et al. 1982). Nucleolin wurde aber auch sowohl topl&gma, als auch
an der Zelloberflache beschrieben (Deng et al. 1996).

Die urspringlich beschrieben Funktion beschrankte sich auf dreskription ribosomaler
DNA (rDNA), sowie der Reifung und des Zusammenbaus von Ribosomen (1&@8&nhund
korreliert somit direkt mit der Regulation der Transkription.

Des weiteren wurde Nucleolin als eine DNA/ RNA-Helicé§ateja et al. 1995), als DNA-
abhangige ATPase und als transkriptioneller Repressor (Yang et al. 199%)diest

Es ist involviert in den cytoplasmatischen nukleoldren Transport vbasamalen
Komponenten und preribosomalen Partikeln.

Dartber hinaus spielt Nucleolin aufgrund seiner multiplen DomanenstreikieirRolle, die
nukleolare Aktivitdten mit Zellproliferation und mitotischer Dyriknverbindet, inklusive
Chromatin-Kondensation und Dekondensation (Erard et al. 1990).

Nucleolin ist an der Regulation des Zellzyklus beteiligt, zum efiibrt die Regulation der
Phosphorylierung durch Faktoren, wie Androgene, bFGF, FGF2, Insulin,dDeh die
Protein Kinase NIl (PKN2), zu einer verstarkten ribosomalen rDiN&nskription (Jordan
1987) durch die Polymerase | in der G1 zur S-Phase des Zellzykligesanderen wird
wahrend der Mitose Nucleolin durch die Cdc2-Kinase phosphoryliert undanisder
Kondensation des Chromatins beteiligt, in dem es mit Histon H1 interagiert.

Intaktes Nucleolin ist in proliferierenden Zellen mit einemtédl von 5% das Hauptprotein
im Nucleolus. In nichtproliferierenden Zellen sind aufgrund der Autodegoada/on
Nucleolin degradierte Formen nachgewiesen worden (Lapeyre ¥384; Olson et al. 1990;
Chen et al. 1991; Fang und Yeh 1993).

Ebenfalls ist eine Beteiligung von Nucleolin am Zelltod und Apoptosshgeviesen.

Wahrend des T-Lymphocyten vermittelten apoptotischen Zelltodes widedlin in der
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Zielzelle durch Granzym A fragmentiert, das autolytische Endonsdteaktiviert, die eine
Fragmentation der DNA und damit Apoptose auslost (Pasternack et al. 1991).

Die detektierte Destabilisierung von Nucleolin durch eine RA-Belaugdteigt auch hier den
inhibierenden Effekt von RA auf die Proliferation, einerseits durcle énmibierung der
Ribosomen-Biogenese und Chromatin-Kondensation, zum anderen fordert destesli

Nucleolin apoptotische Prozesse.

Zusammenfassend ermoglichte die Proteomanalyse die DetektioeararklProteine, die
durch RA-Einwirkung reguliert werden, wie Filamente der Kerm@nFaktoren der RNA-
Prozessierung, der DNA-Modifikation, sowie von Faktoren die eine Rolie dee
Proliferation und Apoptose spielen. Die Ergebnisse der Proteomasaigseie Basis fir die
Aufklarung molekularer Mechanismen. Darunter potentielle FaktorenaldieMarker des
Differenzierungsgeschehens und apoptotischer Prozesse dienen kdnnten.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden neuartige Methoden zur Diffeeemag muriner
embryonaler Stammzellen (ES-Zellen) angewandt und entwickedt, Atialysen friher
Differenzierungsprozesse im Modellsystem, sowie die spdadisDifferenzierung von
Zelltypen ermoglichten.

Die Einleitung der Differenzierung embryonaler Stammzelldolgie mit einem System
(drop arrays) zur Aggregation von ES-Zellen, dessen Design die Erzeugung homogener
embryoid bodies (EBs) in Massenkultur (mehrere tausend) ermdglichte. Das vorhadadgme
array-System ( Kammer, Patent) war Grundlage weiterer EB-Asaegfahren. Mit einem
visuellen Aufnahme-System Lifre-Imaging-System) konnten frihe hamatopoetische
Differenzierungsprozesse wahrend der EB-Entwicklung dokumentiertdewe Die
beobachteten hamatopoetischen Vorlaufer konnten isoliert und zu h&dmatopoeiisttbr
der myeloischen Linien, sowie zu Mastzellpopulationen differenziert werden

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde der zeit- und konzeaotrsabhangige Effekt des
Morphogens Retinoinsaure analysiert. Mit einem EB-Dokumentationsagybi dem die
EBs an denarrays automatisiert aufgenommen und gemessen wurden, konnte der
antiproliferative Effekt von RA wahrend der EB-Entwicklung dardisteerden. Unter
Verwendung dedrop array-Systems konnte die RA-induzierte neuronale Differenzierung fir
die Entwicklung eines neuen neuronalen Differenzierungsprotokolls gererdény bei dem
die EB-Erzeugung und die neuronale Induktion in einem Schritt durchgefuhrt wurde.

Es wurde ein Protokoll zur Isolierung von Zellkernen angewandt,etde Proteomanalyse
des Nukleus ermdglichte, bei der Proteine detektiert wurden, dib dime RA-Behandlung
reguliert werden. Darunter der nukleare Nachweis des akémie@RABP1, sowie von
Faktoren die an der RNA-Prozessierung und DNA-Modifikation beteslig. Ein direkter
RA-abhéngiger Effekt ist die Induktion des Lamin A Filamentes.k&snten zahlreiche
Proteine detektiert werden, die den antiproliferativen und proapoptotisitélet von RA
unterstreichen. Darunter das Tumorsuppressor Protein TIS, das atfislafionsinitiation
inhibiert und durch eine RA-Behandlung verstarkt synthetisiert wurde.

Einige Proteine sind proteolytisch degradiert, wie das CAD-Proteilas Caspase
Schnittstellen besitzt, sowie die RNA- Helicase p68. DieB&handlung von EBs reduzierte
die nukleare Menge des Nucleophosmin-Pools und verstarkte die autaketalyt
Degradation von Nucleolin. Beide sind multifunktionelle Proteine, dieler Ribosomen—
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5 Zusammenfassung

Biogenese involviert sind und einen entscheidenden Einfluss auf die aRegulder
Proliferation besitzen.
Die in dieser Arbeit angewandten und weiterentwickelten Venfaleisten einen Beitrag zur

Verbesserung der Analyse von embryonalen Stammzellen.
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A: Relative Spotintensitaten der detektierten diferentiell regulierten
Proteinspots

Den detektierten Proteinspots wurden von der 2D-Analyse-Software PDQuedadpi

Spotnummern (SSP) zugeteilt.

SSP Kontr. 1 RA 1 Kontr. 2 RA 2 Kontr. 3 RA 3 Kontr. 4 RA 4
102 81138.1 | 23008.7 | 75442.2 | 19877.3 | 64142.1 | 26051.1 | 80828.2 8919
106 41945.2 | 4481.8 | 39990.4 | 17421.8 | 69034.6 195.7 20713.2 | 1407.8
107 132573.7 | 52881.9 | 117064.2 | 40698.4 |117842.7 | 18351.3 | 143914.4 | 28880.9
114 2204.8 9974.9 319.5 4559.8 1477.2 9853.4 759.7 16481.9
115 1243.9 9869.2 1890 9918.9 31421.3 | 1634.2 | 28009.1
208 159.3 2836.1 423.6 4204.5 139.7 3902 107.8 918.7
210 41319 | 10247.3 | 3938.2 8960.8 1255.1 | 12023.3 | 3650.4 | 11054.9
217 40065.3 | 20507.1 | 29842.4 | 119445 | 39029.7 | 5788.1 | 57253.3 | 14692.6
310 19411.3 | 6432.8 | 20397.9 | 5802.7 | 15490.8 | 4120.3 | 21375.6 5186
705 16228.5 | 5230.9 30917 4209.2 7733.1 2621.5 | 31684.6 5828
1123 8994.3 | 43880.5 | 6929.8 | 33465.2 | 2710.8 | 61881.6 | 13087.1 | 77189.2
1406 15442.2 | 47035.3 14156 | 30676.3 | 6241.6 | 41998.9 | 10449.2 | 75981.8
1505 4377.1 | 18480.3 | 6383.2 | 10873.4 | 1229.2 | 12067.6 | 3022.6 | 15528.4
1806 959.1 1815.5 15312 16414.5 7829.3
2104 2279.5 8640.3 3339.2 8946.2 1100.4 | 13205.8 | 1572.5 | 15630.8
2204 1561.2 | 10048.1 | 2244.6 8149.2 2129.9 9231.2 3646.4 9510
2306 2578.6 7452.3 2290.4 2345 1376.1 7696.9 2758.2 9712.9
2310 48205.5 | 5582.9 35809 1355.4 | 64545.3 36667.1 | 3998.2
2405 26129.7 | 5954.6 | 16043.9 | 5884.9 | 48794.4 | 4843.2 | 25094.1 | 5865.6
2413 18446 5578.1 8694.4 4777.2 | 31601.6 | 4433.9 | 16307.3 | 5854.7
2506 23437.7 | 2579.9 | 14523.6 | 33945 | 27703.9 8535.2

2702 8173.5 1923.7 7883 1120 16801.3 7056.2

2707 35215.3 | 5964.9 18536 | 10336.5 | 35094.1 | 1523.7 7738.9 2171.4
3103 775.2 21987.1 379 6004.2 1173.5 | 197215 | 2080.1 | 29427.4
3106 898.1 14038.8 203.6 2797.4 1405.3 | 11953.3 | 2462.9 | 23118.4
3201 8308.5 4755.7 | 24634.8 | 2917.9 | 39501.1 | 1004.9 | 15471.1

3204 23344.2 5170 19965.9 | 9060.1 | 22392.5 3167 5918.7 2592.3
3206 15945.2 | 11301.3 | 27530.3 | 5642.3 | 20647.1 | 1213.1 | 34722.1 | 6436.5
3210 4326.2 8738 3053.6 4797.5 24145 | 10698.9 | 2542.3 | 13778.5
3213 59771.7 | 14645.6 | 32692.7 924.1 |101439.3| 2418.9 | 758745 | 2627.8
3610 20136.8 | 2438.1 | 11067.6 | 3978.3 | 14560.6 4801.3 1658
3611 11359.7 | 2801.5 9887.3 3025.2 | 14700.3 561.5 12995 549.3
3716 121789.7| 52635 |124510.9| 52813.5 |151725.2 | 37122.5 |105309.5| 16820.8
3803 8216.3 2714 7835.4 2085.9 | 13994.4 | 1002.1 5398.2

3807 7042.8 3496.3 | 10339.5 3854 17892 2774.3 8482.9 1039.6
3809 6868.7 1346.6 5221 1286.2 7738.8 3647.8

3810 2374.1 652.3 2921.7 942 2060.7 680 2801

3812 3974.4 997.5 4904.4 786.5 2641.8 649.1 5625.2 1255.7
3816 1641.5 544 1799.4 389.7 839.3 310.5 1811
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3902 3223.4 3399.8 5807.8 1171.2 3946
3909 2840.3 | 3281.6 4272 664.5 6249 641 5083.8
4101 1723.6 | 12531.3 | 6663.6 | 9148.4 | 5434.1 | 17048.8 | 3796.2 | 17946.9
4204 882.6 14943 2908.8 6823 1169.2 | 10532.3 | 4571.7 | 21704.5
4312 1037.3 | 3292.8 3137.5 6089.5 4103.9
4803 1776.4 523.5 1720.6 2573.7
4809 19611.9 | 8474.2 | 31737.5 | 4829.9 | 17513.8 | 1924.3 | 31131.5

4819 4354.3 1440.7 | 5681.6 1918.6 | 4771.3 6954.1

5306 7923.2 4788 8791.9 | 3996.3 | 15870.8 | 1400.4 | 11518.3 | 1490.4
5507 950.6 7299 543.9 6325.4 755.4 9670.5 1915.8 | 12960.2
5803 19706.1 | 8000.2 | 26066.7 | 10550 | 27218.8 | 3099.1 | 27226.7 | 906.3
5807 3084.3 1293.8 | 3507.6 1979.1 | 6096.5 1024.1 | 3533.2 331.2
6004 5400.7 | 12918.8 | 2280.6 6632 10764.4 | 2854.6 | 16080.7
6204 9523.3 | 24593.5 | 10227.6 | 12592.8 | 2533.4 | 28345.6 | 10274.3 | 45731.1
6306 90166 | 29573.9 | 85127.2 | 18101.3 | 50996.7 | 8642.7 | 51407.6 | 5624.4
6308 14863.7 4132 16361.4 | 10647 26388 4983.3 | 10038.2 | 1587.5
7105 1738.9 | 21869.1 | 3794.7 | 11900.4 | 21255 | 19410.9 | 2443.8 | 30298.2
7111 1126.6 | 12624.9 2460 4414.3 784.3 12253.9 | 1644.4 | 26289.2
7211 4801.5 | 28476.6 | 8630.4 | 7681.7 1237.4 | 24974.7 | 9453.5 | 314143
7503 8554.1 | 3112.8 | 12433.1 | 3551.9 | 17565.2 | 1411.7 | 5862.6 2586.6
8108 3375 10964 4361 6497.7 949.7 14732.7 2792 25025.2
8112 40977.8 | 39235.3 | 97498.9 | 19817.6 | 98630.9 | 17155.2 | 54510 | 19023.5
8302 1841 22042.6 | 5197.1 | 15343.5 | 2828.6 | 37097.7 | 5443.4 24929
8704 1825.6 798.6 2875 1185.1 | 4046.8 595.6 1728.7

8803 6665.8 2286.5 10387 4123.7 | 10828.6 | 1872.4 | 4469.5 634.6
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B: Ubersicht der massenspektrometrisch identifizieten Proteine

. Peptide Seq. Nom. I Ratio
SSP | Acc. Nr. Protein P Abg. Masse P
102 |qi]435585 |non-muscle Myosin light chain 3 3 21 15721 4.8 0.26
106 |Qi|26390517| Nucleophosmin 1 5 24967 4.33 0.14
107 |Qi]26390517| Nucleophosmin 1 5 24967 4.33 0.28
114 |qi]12847801| heterogeneous nuclear Ribonucleoprotein D 2 12 16521 4.9 8.58
like
115 |qgi|293691 |Laminin B2 1 0 176939 5.08 12.46
208 |q0i|123681 |Heat shock Protein HSP 90-beta (HSP 84) 1 1 83273 4.97 14.28
210 |Qi|12804959| Proteasome 26S ATPase subunit 5 1 2 45597 7.11 3.26
217 |qi[32451985| Nucleophosmin 1 2 7 32540 4.62 0.32
310 |qi|5902663 |Elongation Factor 1-beta homolog 2 12 24693 4.47 0.28
705 |Qi|12834876| Reticulocalbin 3 1 5 30144 4.6 0.21
1018 |gi]26390517 | Nucleophosmin 1 5 24967 4.33 7.64
1123 |gi]13529464 | Nucleolin Fragment 3 3 76733 4.7 6.82
1406 |qi|74208631| HSP70 4 6 70827 5.32 4.23
1505 |qgi]1661134 |Heat Shock 70 Protein 2 3 70793 5.37 3.79
1806 |Qi|398168 |Keratin 2 Epidermis 4 5 70934 8.23 10.78
2003 |Qi|12846043| PTX isoform 1 2 42440 6.39 3.38
2104 |q@i|51303 Histone h2b 3 23 13928 10.31 5.6
2204 | qi|32451985| Nucleophosmin 1 1 3 32540 4.62 3.85
2306 |Qi|31418608| Cad protein:Carbamoylphosphate synthase 2 1 110449 6.11 3.02
small subunit
2310 |Qi|32451985| Nucleophosmin 1 2 5 32540 4.62 0.08
2405 | negativ 0.19
2413 |qi|l125069 |Keratin, type | cytoskeletal 10 (Cytokeratin- 5 9 57807 5.01 0.28
10) (CK-10)
2506 |Qi|10442752| Eukaryotic Translation Elongation Factor 1- 5 25 31274 491 0.16
delta
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2702 | negativ 0.15

2707 |qi]14165439| heterogeneous nuclear Ribonucleoprotein K 9 20 50996 5.19 0.21
isoform a

3103 |qi|53384 Nidogen 1 (Fragment) 3 2 136439 5.22 17.5

3106 [Qi|51263 p68 RNA Helicase (Fragment) 12 18 69277 9.06 10.4

3204 |qi|53165 Modifier 2 3 17 19740 4.96 0.13

3206 |gi|32451985| Nucleophosmin 1 2 5 32540 4.62 0.25

3210 |i|109842 | Fodrin alpha chain — Mouse (Spectrin 4 10 43390 5.15 3.08
repeats)

3213 |gi|32451985| Nucleophosmin 1 2 2 32540 4.62 0.0§

3610 |Qi|809561 |gamma-Actin 9 26 40992 5.56 0.21

3611 |@i|809561 |gamma-Actin 8 21 40992 5.56 0.14

3716 |0i|12836310| Arginine/serine-rich Splicing Factor 6 8 21 38974 11.44 0.32

3803 | 0i|14165439| heterogeneous nuclear Ribonucleoprotein K 9 20 50996 5.19 0.22
isoform a

3807 |Qi|14165439| heterogeneous nuclear Ribonucleoprotein K| 10 23 50996 5.19 0.26
isoform a

3809 [(@i|293689 |Lamin B 17 28 66719 5.14 0.22

3810 |@i|293689 |Lamin B 9 14 66719 5.14 0.3

3812 |0i|12860388| Ribosome-Binding Protein 1 (Ribosome 7 8 96985 5.8 0.22
Receptor Protein) (MRRp)

3816 |qi|37360362| Ribosome-Binding Protein 1 (Ribosome 2 2 90251 5.34 0.27
Receptor Protein) (MRRp)

4101 |Qi|726086 | MutS homolog 2 (Fragment) 2 1 104101 5.71 3.22

4204 |0i|12963531| non-POU-domain-containing, octamer 2 3 54564 8.86 5.67
binding Protein

4312 |Qi|1718086 |Vacuolar ATP synthase catalytic subunit A, 2 3 68225 5.62 4.01
ubiquitous Isoform

4809 |qi|51452 Heat Shock Protein 65 (HSP60) 12 21 58833 5.48 0.2

4815 |@i|32451985| Nucleophosmin 1 2 5 32540 4.62

4819 |Qi|575955 | Tripeptidyl-Peptidase Il 5 3 139790 6.12 0.31
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5306 |Qqi|15126569| Splicing Factor, arginine/serine rich 9 5 23 25645 8.74 0.26

5507 |qi|14165439| Heterogeneous nuclear Ribonucleoprotein K 5 10 50996 5.19 8.7
Isoform a

5803 | qi|14917005| Stress-70 protein, mitochondrial Precursor 2 3 73483 5.91 0.23
(75 kDa glucose-regulated protein) (GRP 75

5807 |Qi|14917005| Stress-70 protein, mitochondrial Precursor 1 1 73483 5.91 0.29
(75 kDa glucose-regulated protein)

6004 |qi|17158044|ribosomal Protein S6 1 3 28663 10.8% 3.3

6204 | qi|37589940| heterogeneous nuclear Ribonucleoprotein 4 9 49168 5.89 3.42
H1

6306 |Qi|13542859| Peroxiredoxin 3 5 18 28109 7.15 0.22

6308 |Qi|2062107 |Proteasome subunti MC14 4 14 29872 8.14 0.32

6711 |qi|37589940| heterogeneous nuclear Ribonucleoprotein 9 22 49168 5.89
H1

7105 |qi]14165439| heterogeneous nuclear Ribonucleoprotein K 2 5 50996 5.19 8.26
isoform a

7111 |qi|13938072| Eukaryotic translation elongation factor 2 3 3 95253 6.14 9.24

7211 |Qi|52865 Lamin A, Isoform A 2 3 65367 6.05 3.84

7503 |0i|12833038| Stomatin-like Protein 2 4 10 38506 9.11 0.24

8108 |Qi|1711240 |TIS [Mus musculus] 4 14 28880 8.97 4.99

8112 |Qi|12846043| PTX1 protein isoform 1 1 2 42440 6.39 0.33

8302 |qi|12846043| PTX1 protein isoform 1 1 2 42440 6.39 6.49

8704 |qi|7106335 |Keratin complex 1, acidic, gene 17 5 10 48132 5 0.38

8803 | qi|20071204| Paraspeckle Protein 1 4 7 58721 6.26 0.28
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