Aus der Klinik fur Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie
(Prof. Dr. med. Dr. med. dent. H. Schliephake)
im Zentrum Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde
der Medizinischen Fakultat der Georg-August-Universitat Gottingen

Analyse der differentiellen Genexpression
von humanen Strol-positiven Zellen aus pulpalem Zahnkeimgewebe und

Beckenkammspongiosa

INAUGURAL — DISSERTATION

zur
Erlangung des Doktorgrades
fur Zahnheilkunde

der Medizinischen Fakultat der

Georg-August-Universitat zu Gottingen

vorgelegt von

Diana Constanze Oellerich

aus Hannover

Gottingen 2015



Dekan: Prof. Dr. rer. nat. H. K. Kroemer

1. Berichterstatter: Prof. Dr. med. Dr. med. dent. K. G. Wiese
2. Berichterstatter: Prof. Dr. T. BeiRbarth

3. Berichterstatter: Prof. Dr. M. Oppermann

Tag der mundlichen Prifung: 28.06.2016



Inhaltsverzeichnis

ADKUFZUNGSVEIZEICANIS. ...t v
ADDIHAUNGSVEIZEICNNIS ... VI
TabEIENVEIZEICNNIS. ....eo e e e anaee e VIlI
1 EINIBITUNG . ..ttt ettt 1
2 LIteraturUberSICNT.... ..o e ae e 4
2.1 Zahnentwicklung und -aufDau............coiiiiiiii 4

2.2 Knochenaufbau Und OSTEOGENESE .........ciuiiiiieriiiiie ettt 6
2.3 SEAMMZEIIEN ... et e et e et e e e taeennaee e 8
2.3.1 Mesenchymale Stammzellen ...........ccoooiiiiiiiiii e 9

2.3.2 Dentale StammZzellen...........c.oooiiiiiii e 13

3 Material und Methoden ..........cooiiiiiiie e 18
3.1 Probenentnahme, Zellen und ZellKUITUIEN ......cooooiiiiiiii 19

3.2 ZellzEhIung und ZEIISOMIEIUNG .......eeviiiiieiiieitie e 20

3.3 1S0lIErung der RNA ...ttt e e e et e e et e e s e e e ana e e e nnaes 21
3.4 Herstellung der MICTOAITAYS ... ....veeiureeciiee it e st e et e e st se e st e e stae e s be e e saaaeaaeeesnneeas 22
3.5 Microarray-Datenanalyse und StatistiK.............ccceviieiiiiiiiiec e 22

O T 0 T=] o] LSS PSSR 24
4.1 Ergebnisse der globalen StatistiK............cccoviviiiiiiiiii e 24
4.2 Differentialexpression hochsignifikanter GENe ............cccceevieiiiiei i 27
4.3 FUNKtionelle GENANAIYSE ..........eeiiiieiie ettt e e 30
4.3.1 Funktionelle Genanalyse der StroL ™ .........ciiieeeeie e 30

4.3.2  Funktionelle Genanalyse der Strol™ ............ciiiiciieee e 33

4.3.3  Analyse molekularer FUNKLIONEN .........cccviiiiiiiic e 34

4.3.4 Ingenuity Pathway-ANalYse ..........ccoiviiiiii it 43

4.4 Differentiell exprimierte Gene der Hartgewebebildung...........ccccoeeviiiiiiie i, 44

ST B S(E ] (o] o PR UPPPR 47
5.1 MEENOUE ... et nes 47

5.2 EFQBDNISSE ...vviei it iiee ettt ettt et e st e et e et e et e e et e e eaba e e s abe e e naraeabeeenareeas 50
5.2.1 Heraufregulierte Gene in Strol™ und Strol™® ..., 50

5.2.2 Uberreprasentierte Gene Ontology-KIassifizierungen ...........c.ccoevveveeveveeenennns 52

5.2.3  EXpression vOn HOMEODOX-GENEN..........cooiieiiiiieiieecciree et 55

5.2.4 Ingenuity Pathway-ANAIYSE.........ccciuiiiiiiiiiie ettt 59

5.2.5 Differentiell exprimierte Gene der Hartgewebebildung ..........ccccocoeeviiiiiiiiiinns 60

6 ZUSAMMENTASSUNG .. ..iiiiie ettt e e e a e e st e e e e sbbea e e s anees 69
YN o] g - U o [T SRTOUPPPRTOPPRR 72
LIteratUrVErZEICHINIS. .. .ot e e 108



Abkiirzungsverzeichnis

Abkulrzungsverzeichnis

ACTG2
BARX1
BK
BMP-2/4/7
BMSCs
BP
CASC5
Cbfal
CD
CDH6
CFU-F
CHI3L1
CMKLR1
c-Myc
CXCL1
DAVID
DECR2
DFPCs
DLX1/2
DMEM
DMP1
DPSCs
DSPP
EMT
FAT
FDR
FGF3
FKS
GAD
GO
GREM1
HES1
hIDPSCs
HN1
Hox- Gen
IGFBP-2
ITGA2
ITGA6
IVT
KIf-4
KRT34

Actin, gamma 2, smooth muscle, enteric

Barx Homeobox 1

Strol-positive humane Knochenmarkstammzellen aus der Beckenkammregion

Bone morphogenetic protein 2/4/7
Bone marrow stem cells
Biological process

Cancer susceptibility candidate 5
Core-binding factor 1

Cluster of differentiation
Cadherin 6

Colony-forming unit-fibroblasts
Chitinase-3-like protein 1
Chemokine like receptor 1

zelluléres Homolog des viralen Onkogens v-myc (Myelocytomatosis)

Chemokine (C-X-C motif) ligand 1

Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery

Peroxisomal 2,4-dienoyl-CoA reductase
Dental follicle progenitor cells
Distal-less Homeobox 1/2

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dentin matrix acidic phosphoprotein 1
Dental pulp stem cells

Dentin sialophosphoprotein
epithelial-mesenchymale Transition
Functional Annotation Tool

False Discovery Rate

INT-2 proto-oncogene protein

fetales Kélberserum

Glutamic acid decarboxylase

Gene Ontology

Gremlin 1

Hes family BHLH transcription factor 1
Human immature dental pulp stem cells
Hematological and neurological expressed 1
Homeobox-Gen

Insulin-like growth factor-binding protein 1
Integrin alpha 2

Integrin alpha 6

In-vitro-Transkription
Kruppel-like-factor 4

Keratin 34



Abkiirzungsverzeichnis

logFC log, Fold Change

logy(1) logarithmierte Intensitétswerte

LEF1 Lymphoid enhancer-binding factor 1

LFNG LFNG O-fucosylpeptide 3-beta-N-acetylglucosaminyltransferase
MACS Magnetic-activated cell-sorting

MEPE Matrix extracellular phosphoglycoprotein

MF Molecular function

MIAME Minimum Information About a Microarray Experiment
MMP 3/9 Matrix metallopeptidase 3/9

MSX1/2 Msh homeobox 1/2

MYO19 Unconventional myosin-X1X

NeuN Neuronal nuclear antigen

NFM Neurofilament M

NSE Neuro specific enolase

Oct-4 Octamer binding transcription factor 4

ORC6L Origin recognition complex subunit 6

PAX9 Paired box gene 9

PBS Phosphate buffered saline

PCA Principal Component Analysis

PDLSCs Periodontal ligament stem cells

PITX2 Paired-like homeodomain transcription factor 2

PMP22 Peripheral myelin protein 22

PPP4C Serine/threonine-protein phosphatase 4 catalytic subunit
PSMB3 Proteasome subunit beta type-3

RND3 Rho family GTPase 3

Runx2 Runt-related transcription factor 2

S100A4 $100 calcium binding protein A4

SCAPs Stem cells from apical papilla

SDC1 Syndecan 1

SERPINE1 Serpin Peptidase Inhibitor, Clade E (Nexin, Plasminogen Activator Inhibitor Type 1), Member 1
SHEDs Stem cells from exfoliated deciduous teeth

SMURF 1/2 SMAD specific E3 ubiquitin protein ligase 1/2

Sox-2 SRY (sex determining region Y)-box 2

SOPs Standard operating procedures

Stro1* Stromal cell surface marker 1 positive

Stro1*# Strol-positive humane pulpale Zahnkeimstammzellen
Stro1*8¢ Strol-positive humane Knochenmarkstammzellen aus der Beckenkammregion
STRING Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins
TGF-B1 Transforming growth factor beta 1

TMEM170A Transmembrane protein 170A

UMG Universitatsmedizin Gottingen

USP10 Ubiquitin specific peptidase 10

VKORC1 Vitamin K epoxide reductase complex subunit 1

ZK Strol-positive humane pulpale Zahnkeimstammzellen



Abbildungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1:  Identifizierung und Charakterisierung mesenchymaler Stammzellen. ..................... 9

Abbildung 2:  Scatterplot der relativen Expressionswerte der Strol1*-Stammzellen aus
Zahnkeimen (ZK) und Beckenkamm (BK) nach der Normalisierung. .................. 25

Abbildung 3:  Heatmap der 50 hdchst signifikant unterschiedlich exprimierten Gene in
Stro1* < (ZK) und Strol™  (BK)........cuoveeeeeeeeeeeeeeeeeee e 29

Abbildung 4:  Darstellung moglicher Assoziationen von Proteinen des GO-Terms
0dontogenesis in den SIrOL ™. ..o 32

Abbildung 5:  Darstellung moglicher Assoziationen von Proteinen des GO-Terms
skeletal system development in den Strol*™®. ... 34

Abbildung 6: Heatmap differentiell exprimierter Hox-Gene in Stro1*“ und Stro1*®................ 41

Abbildung 7:  Darstellung differentiell exprimierter Gene, die mit der Hartgewebebildung
ASSOZITEIT SING. ....eievee ittt ettt snae e 46

Abbildung 8:  Colineare Expressionsmuster der HOX-GENE. .........ccceevvuveiiieeiiireeiiieesieesiee e 57

Vi



Tabellenverzeichnis

Tabellenverzeichnis
Tabelle 1:  Anzahl n der auf die FDR bezogenen statistisch signifikant exprimierten Gene. ......... 26
Tabelle 2: Darstellung der 10 héchst exprimierten Gene in den Stro1™". ...........cccocovevveveerevenne. 27
Tabelle 3: Darstellung der 10 héchst exprimierten Gene in den Strol™® . ...........cccoovvviieeeienne. 27
Tabelle 4: Darstellung iiberreprésentierter GO-Klassifizierungen fiir Stro1*“* beziiglich

der GO-Kategorie biologiCal PrOCESS..........couiiiiiiieiiiiii e 31
Tabelle 5:  Gene, die in den Stro1*** im GO-Term odontogenesis/odontogenesis of dentine-

containing tooth aufgelistet SING. .........c.oooiiiiiiiii e 31
Tabelle 6: Darstellung iiberreprasentierter GO-Klassifizierungen fiir Stro1*® beziiglich

der GO-Kategorie biologiCal PrOCESS..........ccuiiiiiiiiiie i 33
Tabelle 7:  Darstellung tiberreprésentierter GO-Klassifizierungen fiir Strol ™" beziiglich

der GO-Kategorie molecular fUNCLION............cccveiiiii i 35
Tabelle 8: Darstellung tiberreprésentierter GO-Klassifizierungen fiir Stro1™® beziiglich

der GO-Kategorie molecular fUNCLION.............cooveiiiii e 36
Tabelle 9: Darstellung der in calcium ion binding involvierten Gene fiir Stro1**<

UNG STOL™BX. oottt 37
Tabelle 10: Darstellung der in transcription factor activity involvierten Gene flr

StrOL M UN SITOL™K .ot 38
Tabelle 11: Darstellung der Expression wichtiger HOX-GENE..........ccccccovveiiiieiiine i 39
Tabelle 12: Darstellung wichtiger Hox-Gene und ihrer FUnKtionen. ...........cccccoeeeiieeiiee e, 42
Tabelle 13: Auflistung von Ingenuity Canoncial Pathways. ............cccovvveiiiie i 43
Tabelle 14: Ubersicht der in Stro1**¥ und Stro1*®* exprimierten Gene, die fiir die

Hartgewebebildung zustandig SINd. .........c.ccooiieiiiiiie e 44

\l



Einleitung

1  Einleitung

Das menschliche Gebiss verfugt tiber zwei Zahngenerationen, die bereits vor der Geburt
im Bereich der Kiefer angelegt sind. Nahezu zwei Jahrzehnte dauert es, bis der letzte blei-
bende Zahn durchgebrochen ist. Das Milchgebiss (Dentes decidui) weist maximal eine
Zahnzahl von zwanzig, das bleibende Gebiss (Dentes permanentes) von zweiunddreif3ig
auf. Zwischen dem 6. und 8. Lebensmonat beginnt der Durchbruch der Milchzdhne. Ab
dem 5. Lebensjahr wird der Zahnwechsel zur bleibenden Dentition mit dem Durchbruch
des ersten Molaren eingeleitet. Die Heterodontie des menschlichen Gebisses zeigt sich im
Vorhandensein verschiedener Zahngruppen, die sich in Form von Schneide- und Eckzéh-
nen sowie Prdmolaren und Molaren darstellen. Makroskopisch weist ein jeder Zahn eine
Zahnkrone (Corona dentis), einen Zahnhals (Collum dentis), eine Zahnwurzel (Radix den-
tis) und eine Wurzelspitze (Apex dentis) auf (Schiebler und Korf 2007).

Menschliche Zahne bestehen aus drei unterschiedlichen Zahnhartsubstanzen, die sich in
ihrer Zusammensetzung und Entstehung unterscheiden. Die Zahnentwicklung (Odontoge-
nese) vollzieht sich ab dem 2. Entwicklungsmonat. Dabei entstehen aus dem ektodermalen
Epithel der Mundhdhle der Schmelz und aus dem Mesenchym, das sich im Bereich des
Kopfes aus Neuralleistenzellen gebildet hat, das Dentin, das Parodontium und die Zahn-
pulpa (Moore und Persaud 2007). Der Zahnschmelz bedeckt das Dentin im Bereich der
Zahnkrone und unterliegt nach seiner Bildung durch die Ameloblasten keinem zelluléren
Reparaturmechanismus. Eine posteruptive Schmelzbildung ist somit unmdglich. Im ausge-
reiften Zustand stellt der Zahnschmelz die harteste Substanz des menschlichen Kérpers
dar. Das Dentin, gebildet von den Odontoblasten, umgibt die Pulpa und bildet mit dieser
eine funktionelle Einheit. Es ist weniger stark mineralisiert. Die Odontoblasten behalten
wahrend der gesamten Lebensdauer eines Zahns die Fahigkeit, Dentin in Form von Sekun-
dér- und Tertidrdentin zu bilden. Im Bereich der Wurzel wird das Dentin von Wurzelze-
ment umgeben. Dieser ist am wenigsten von den drei Zahnhartsubstanzen mineralisiert und
kann zeitlebens gebildet und aufgelagert werden. Die Pulpa wird von BlutgefaRen und
Nervenfasern durchzogen und gewahrleistet die Erndhrung des Zahns (Hellwig et al.
2007).

Das Vorhandensein von undifferenzierten Mesenchymzellen im pulpalen Gewebe, die
stammzellartigen Charakter aufweisen, hat das wissenschaftliche Interesse geweckt.

Stammzellen besitzen die Eigenschaft, sich in unterschiedliche Zelltypen oder Gewebe

1
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ausdifferenzieren zu konnen (Cai et al. 2004). Embryonale Stammzellen kénnen sich in
jegliches Gewebe entwickeln. Bei adulten Stammzellen hingegen handelt es sich um undif-
ferenzierte Zellen, die in bereits spezialisierten Geweben und Organen von Erwachsenen
vorkommen (Helmy et al. 2010). In menschlichen Z&hnen wurden bereits funf verschiede-
ne Typen adulter Stammzellen nachgewiesen und beschrieben (Estrela et al. 2011). Dabei
handelt es sich um die dental pulp stem cells (DPSCs) (Gronthos et al. 2000), die stem cells
from exfoliated deciduous teeth (SHEDs) (Miura et al. 2003, Seo et al. 2008), die perio-
dontal ligament stem cells (PDLSCs) (Seo et al. 2004), die stem cells from apical papilla
(SCAPs) (Sonoyama et al. 2008) und die dental follicle progenitor cells (DFPCs)
(Morsczeck et al. 2005). Dieser Einteilung liegen allerdings nur morphologische Aspekte
der zellularen Herkunftsgewebe zugrunde. Eine Einteilung z. B. nach den CD-
Unterscheidungsgruppen (cluster of differentiation) von Oberflachenepitopen ist damit
nicht verbunden, so dass die jeweils vorliegende Stammzellgruppe im Sinne einer mogli-
chen Zellsortierung ungenau charakterisiert ist.

In der Vergangenheit wurden hauptsachlich Knochenmarkstammzellen (BMSCs) hinsicht-
lich der Knochenregeneration untersucht. Knochenmarkstammzellen sind multipotente,
keinen hdmatopoetischen Charakter aufweisende Zellen, die leicht kultivierbar sind und
einen osteogenen Phédnotyp aufweisen (Bruder et al. 1998a, Caplan 2005). Parodontale
Gewebsregeneration und Knochenbildung kann durch eine Transplantation dieser Zellen
hervorgerufen werden (Kawaguchi et al. 2004, Lee et al. 2001). Durch die Entdeckung der
adulten dentalen Stammzellen richtet sich der Fokus nun vielmehr auf diese, um die Erfor-
schung der Regeneration dentaler Gewebe voranzubringen.

Weitreichende und vielversprechende Perspektiven beziglich der Untersuchung der diffe-
rentiellen Genexpression wurden durch die Entwicklung der DNA-Microarrays eroffnet.
Diese ermdglichen Hybridisierungstests in viel groRerem MaRstab als bisher, da sie ein

grolRes Potenzial zur Miniaturisierung und Automatisierung besitzen (Schena et al. 1998).

Bisher wurden hauptséchlich dentale Stammzellen aus Zéhnen mit abgeschlossenem Wur-
zelwachstum oder exfoliierten Milchzédhnen untersucht (Gronthos et al. 2000, Kim et al.
2011, Miura et al. 2003). In der vorliegenden Arbeit soll das Augenmerk auf die noch we-
niger intensiv untersuchten pulpalen Zahnkeimstammzellen gelegt werden. Der Zahnkeim,
der noch volistandig im Kieferknochen eingebettet ist, bezeichnet das Entwicklungsstadi-
um eines Zahns, bei dem bereits die Zahnkrone vorhanden, die Zahnwurzel aber noch nicht

ausgebildet ist. Als besonders interessanter Zelltyp haben sich adulte mesenchymale
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Stammzellen humanen Ursprungs erwiesen, die anhand des Oberflachenmarkers Strol
identifiziert werden konnten (Lin et al. 2011). Die in dieser Arbeit untersuchten pulpalen
Zahnkeimstammzellen kdnnen den von Gronthos et al. 2000 beschriebenen dental pulp
stem cells zugeordnet werden. Sie unterscheiden sich von diesen allerdings durch das nicht
abgeschlossene Wurzelwachstum. Des Weiteren wurden in der vorliegenden Arbeit nur

pulpale Zahnkeimstammzellen untersucht, die Strol-positiv (Stro1") waren.

Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit ist es daher, die Genexpression von Stro1” pulpalen mesenchymalen
Zahnkeimstammzellen und Strol® mesenchymalen Knochenmarkstammzellen zu untersu-
chen, um diese Zellen beziiglich ihrer Genexpression néher zu charakterisieren. Dazu soll
das Genexpressionsprofil beider Zelltypen miteinander verglichen und moégliche Unter-
schiede dargestellt werden.

Die dieser Untersuchung zugrunde liegende Arbeitshypothese kann wie folgt formuliert
werden: Beide Zelltypen sind aufgrund der unterschiedlichen Gewebeherkunft zu ver-
schiedenen Zeiten am Bau oder dem Remodeling von unterschiedlicher Hartsubstanz betei-
ligt. Sie missten sich daher trotz gleichem Stammzellmarkertypus in ihrer Genexpression
voneinander unterscheiden. Besondere Aufmerksamkeit soll daher bei der Untersuchung
den Homeobox-Genen (Hox-Genen) gewidmet werden, die allgemein als Transkriptions-
faktoren entscheidenden Einfluss auf die Anordnung von Kdérperregionen oder Organen
haben und daher als ,,Bauplan-Gene* gelten. Erkenntnisse ihrer differentiellen Genexpres-
sion wéren daher eine wichtige Information flir das tissue engineering der dritten Zahnge-

neration.
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2 Literaturibersicht

2.1 Zahnentwicklung und -aufbau

Der Mensch verfligt wahrend seiner Entwicklung uber zwei Zahngenerationen. Die erste
Zahngeneration, die Dentes decidui, besteht aus 20 Milchzahnen, die zweite, die Dentes
permanentes, aus 32 bleibenden Z&hnen. Postnatal zwischen dem 6. und 8. Lebensmonat
kommt es zum Durchbruch der ersten Milchzéhne. Der Durchbruch der bleibenden Z&hne
beginnt etwa im 5. Lebensjahr. Jeder Zahn setzt sich aus Schmelz, Dentin und Zement so-
wie der davon umschlossenen Zahnpulpa zusammen.

Der Zahnschmelz als zellfreies und kristallines Gewebe bedeckt das koronale Dentin im
Bereich der Zahnkrone und besteht zu (iber 97 % aus anorganischer Substanz, die haupt-
séchlich in Form von Hydroxylapatit vorliegt. Im Bereich des Zahnhalses, der von Saum-
epithel bedeckt ist, geht der Zahnschmelz in den Wurzelzement Gber, der das Dentin im
Bereich der Zahnwurzel umgibt. Der Wurzelzement besteht groftenteils aus Zementozy-
ten, Kollagenfasern und verkalkter Grundsubstanz. Das Dentin setzt sich aus etwa 70 %
anorganischen Bestandteilen, ebenfalls hauptsachlich Hydroxylapatit, 20 % organischer
Matrix und 10 % Wasser zusammen. Innerhalb des Dentins finden sich die charakteristi-
schen Dentinkanélchen, die Odontoblastenfortsatze und freie Nervenendigungen enthalten.
Die Zellleiber der Odontoblasten liegen pallisadenférmig an der Pulpa-Dentin-Grenze in-
nerhalb der Zahnpulpa. Die Zahnpulpa, im Zahninneren lokalisiert, ist ein nerven-, gefal-
und zellreiches Gewebe, das unter anderem Fibrozyten, freie Bindegewebszellen und un-
differenzierte Mesenchymzellen aufweist. Der Zahnhalteapparat setzt sich aus Zement,
Periodontium und Alveolarknochen zusammen. Ein wichtiger Bestandteil des Periodonti-
ums sind Kollagenfasern, die sogenannten Sharpey-Fasern. Diese dienen der Aufhangung
der Zé&hne in den Alveolen des Alveolarknochens (Schiebler und Korf 2007).

Die Entwicklung der Zahne, an der das ektodermale Epithel der Mundbucht sowie das Me-
sektoderm des Kopfes beteiligt sind, beginnt ab dem 2. Entwicklungsmonat des Embryos.
Aus dem ektodermalen Epithel geht der Zahnschmelz hervor. Dentin und Zement entsprin-
gen dem Mesektoderm.

Zunachst kommt es aus dem mehrschichtig unverhornten Plattenepithel der Mundbucht zur
Ausbildung von bogenférmigen primaren Zahnleisten, die im Bereich des spateren Ober-

und Unterkiefers lokalisiert sind. An der labialen Flache jeder Leiste kommt es anschlie-
4
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Rend zu epithelialen Verdichtungen, die als Zahnknospen bezeichnet werden und die Anla-
gen der Schmelzorgane darstellen. Die Zahnknospen wachsen im Randbereich schneller,
wodurch sie zunéchst eine Kappen- und spéter eine Glockenform aufweisen. Im Inneren
befindet sich die Zahnpapille, die aus verdichtetem Mesenchym besteht und sich spéter zur
Zahnpulpa entwickelt. In der Mitte des 4. Entwicklungsmonats geht die Verbindung zur
Zahnleiste verloren. Um das Schmelzorgan herum kommt es zur Verdichtung von Mesen-
chym, wodurch sich das Zahnsackchen bildet. Nach und nach bildet sich die Zahnleiste
zuruck. Der untere Rand bleibt jedoch als Ersatzleiste erhalten und ist spater fir die Bil-
dung der Dentes permanentes zustandig (Schiebler und Korf 2007, Moore und Persaud
2007).

Das Schmelzorgan weist im Inneren proteinreiche Interzellularfliissigkeit auf. Dadurch
ergibt sich eine Gliederung in &uBeres Schmelzepithel, das an das Zahnsdckchen angrenzt,
Schmelzpulpa, in der die Zellen durch Ansammlung von Interzellularflissigkeit sternfor-
mig sind und inneres Schmelzepithel, welches der Zahnpapille zugewandt ist (Schiebler
und Korf 2007). Zwischen dem inneren Schmelzepithel und der Zahnpapille entsteht eine
relativ dicke Basalmembran, die Membrana praeformativa. Weitere Induktionsvorgange
sorgen dafir, dass sich die ektodermalen Zellen des inneren Schmelzepithels in Préamelo-
blasten und die mesenchymalen Zellen, die der Membrana praeformativa auf der Seite der
Zahnpapille anliegen, zu Odontoblasten umwandeln. Die Odontoblasten sezernieren die
Dentinmatrix. Aus den Praameloblasten werden etwas verzdgert Ameloblasten, die flr die
Sekretion von Schmelzmatrix zustandig sind.

Fur die Schmelzbildung sind die Ameloblasten verantwortlich. Sie sezernieren neben der
organischen Schmelzmatrix auch Kalzium und Phosphat. Die Ameloblasten besitzen die
sogenannten Tomes-Fortsétze, die in die Tiefe gerichtet sind und an deren Oberflache
Schmelzprismen abgegeben werden. Die spatere Kauflache ist der Ort, an dem die
Schmelzbildung beginnt. Von dort schreitet sie langsam bis zum zukinftigen Zahnhals vor.
Das Schmelzorgan selbst wéchst aber weiter und bildet eine Epithelscheide, die bis in den
Bereich der spateren Zahnwurzel nach unten reicht (Schiebler und Korf 2007). Das
Schmelzorgan wird in der weiteren Entwicklung nahezu vollstandig zurlickgebildet. Nur
im Zahnhalsbereich bleibt ein kleiner Rest als Saumepithel erhalten.

Am Ende des 4. Entwicklungsmonats induzieren Odontoblasten der Zahnpapille die Den-
tinbildung. Zundchst kommt es am apikalen Pol der Odontoblasten, der dem inneren
Schmelzepithel zugewandt ist, zur Sekretion von Dentingrundsubstanz. Dentin entsteht

durch die spétere Mineralisation von Pradentin. In der weiteren Entwicklung kommt es zur
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Ausbildung von Odontoblastenfortsatzen innerhalb des Dentins, wobei die Zellleiber au-
Rerhalb des Dentins verbleiben. Das dem Schmelz anliegende Dentin wird als Mantelden-
tin bezeichnet. Dort kommen vermehrt Kollagenbiindel, die Korff-Fasern, vor. Der Grol3-
teil des Dentins wird als zirkumpulpares Dentin bezeichnet. Zeitlebens sind Odontoblasten
in der Lage, unverkalktes Pradentin zu bilden.

Die Strukturen des Zahnhalteapparats gehen aus den nach apikal wachsenden Epithelzellen
in Interaktion mit dem umliegenden Mesenchym hervor. Die Entwicklung des Zahnhalte-
apparats ist erst mit abgeschlossenem Zahndurchbruch beendet. Der Zement wird in der
der Zahnanlage zugewandten Schicht des Zahnsackchens durch desmale Ossifikation von
den Zementozyten gebildet. Die Zementozyten liegen innerhalb des Zements. Der Alveo-
larknochen geht aus der duBeren Schicht des Zahnsackchens hervor. Dies geschieht eben-
falls durch desmale Ossifikation. Das Periodontium, hauptsachlich bestehend aus Kol-
lagenfasern, entspringt dem intermedidren Teil des Zahnsdckchens (Schiebler und Korf
2007).

2.2  Knochenaufbau und Osteogenese

Das Knochengewebe besteht aus Knochenzellen und extrazellularer Knochenmatrix und
wird im Rahmen der Osteogenese gebildet. Die Bestandteile der extrazellularen Knochen-
matrix lassen sich in organische und darin eingebettete anorganische Substanzen untertei-
len. Zu den organischen Substanzen zéhlen vor allem Kollagen Typ I, gebildet von Osteo-
blasten und Fibroblasten, aber auch Osteopontin, Osteonectin, Osteocalcin, Sialoprotein,
Phosphoproteine, Albumin, Glykoproteine, Proteoglykane und weitere nichtkollagene Pro-
teine. Die anorganischen Substanzen setzen sich vor allem aus Hydroxylapatit, Magnesi-
um, Kalium, Karbonat, Chlor und Eisen zusammen (Boskey 2013, Young 2003). Osteo-
blasten bilden den Knochen, indem sie die organische Matrix des Knochens synthetisieren
und mineralisieren. Sie entstehen durch Differenzierung aus pluripotenten mesenchymalen
Stammzellen (Bruder et al. 1994). Die Osteoblasten durchlaufen wahrend der Knochenbil-
dung einen Differenzierungsprozess, der anhand bestimmter Markergene festgestellt wer-
den kann (Bruder et al. 1998b, Stein et al. 1990). Die Knochenbildung lauft in drei Phasen
ab. Zunéchst kommt es zur aktiven Proliferation der Osteoblasten und zur vermehrten Syn-
these von Kollagen Typ I. Darauf folgt die extrazellulare Matrixreifung und Sezernierung
von alkalischer Phosphatase und Osteopontin. AbschlieRend findet die Mineralisierung der
Matrix statt (Collin et al. 1992). In dieser finalen Phase der Knochenbildung produzieren
die Osteoblasten vermehrt Osteocalcin (Owen et al. 1990). Der Transkriptionsfaktor Core-
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binding factor 1 (Cbfal) reguliert die Expression des Gens codierend flr Osteocalcin. Die-
ser Transkriptionsfaktor ist essentiell fur die Osteoblastendifferenzierung (Rodan und
Harada 1997).

Die Osteoblasten differenzieren sich Uber verschiedene Vorlauferzellen (Aubin et al.
1995). Aus mesenchymalen Stammzellen kénnen Osteoprogenitorzellen hervorgehen, die
sich Uber Praosteoblasten, Osteoblasten zu Osteozyten oder bone lining cells entwickeln
kdnnen. Osteoprogenitorzellen und Préosteoblasten weisen eine hohe Proliferationsrate
auf. Die anschlieBend aus den Préosteoblasten differenzierten Osteoblasten sind fur die
Synthese der organischen Knochenmatrix zustandig. Einige Osteoblasten werden zu Oste-
ozyten, indem sie wéhrend der Mineralisierung der Knochenmatrix eingemauert werden.
Sie verlieren damit ihre Teilungsféhigkeit. Es ist auch mdglich, dass sich die Osteoblasten
zu bone lining cells weiterentwickeln. Diese scheinen am Remodeling des Knochens betei-
ligt zu sein (Everts et al. 2002). Nach abgeschlossener Osteogenese ist das Schicksal der

meisten Osteoblasten die Apoptose (Manolagas 2000).
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2.3 Stammzellen

Stammzellen besitzen unabdingbare Aufgaben im menschlichen Organismus. Der Defini-
tion nach ist eine Stammzelle eine undifferenzierte Zelle, die sich selbst erneuern und dif-
ferenzierte Tochterzellen hervorbringen kann (Burns und Zon 2002, Lin und Schagat 1997,
Morrison et al. 1997). Die Eigenschaften und Funktionen embryonaler und adulter Stamm-
zellen unterscheiden sich. Wéhrend in der embryonalen Entwicklung eines Lebewesens die
Ontogenese im Vordergrund steht, liegt der Schwerpunkt im adulten Lebewesen vor allem
auf der Homgostase und Reparatur bereits vorhandener Gewebe. Embryonale Stammzel-
len, die gewohnlich im embryonalen Entwicklungsstadium der Blastozyste entnommen
werden, besitzen die Fahigkeit unbegrenzt zu wachsen und dabei ihre Pluripotenz zu erhal-
ten. Sie konnen in alle Zellen der drei Keimbléatter differenzieren (Evans und Kaufman
1981, Martin 1981). Die drei Keimblatter des Embryos Mesoderm, Ektoderm und En-
doderm sind der Ursprung jeder somatischen Zelle. Im Laufe der weiteren Entwicklung
unterliegen die Zellen einer genetisch bedingten keimblattspezifischen Differenzierungs-
und Proliferationsphase, die zur Folge hat, dass die Zellen ihre Pluripotenz verlieren. Es
bestehen weitreichende ethische Problematiken sowohl in der Entnahme embryonaler
Stammzellen als auch in der Transplantation solcher Zellen. Daher ist die Nutzung dieser
Art Stammzellen fiir Forschungszwecke stark limitiert. Eine mogliche Alternative stellt die
Generierung pluripotenter Zellen aus nicht-pluripotenten somatischen Zellen dar. Dabei
handelt es sich um induzierte pluripotente Stammzellen. Bestimmte Gene, codierend fiir
Transkriptionsfaktoren, werden dabei zur Expression angeregt und bedingen die Entwick-
lung pluripotenter stammzellahnlicher Eigenschaften. Diese Gene c-Myc, Klf-4, Oct-4 und
Sox-2 werden als Yamanaka-Faktoren bezeichnet (Takahashi und Yamanaka 2006). Die
Entdeckung der induzierten pluripotenten Stammzellen tragen zur Erforschung neuer The-
rapiemoglichkeiten im Bereich der regenerativen Medizin bei.

Adulte Stammzellen kommen in bereits spezialisierten Geweben und Organen von Er-
wachsenen vor (Helmy et al. 2010). Dabei sind sie nicht nur zur Regeneration und Diffe-
renzierung von Zellen dieses Gewebes fahig, sondern konnen auch bestimmte Zelltypen
anderer Gewebe bilden. Knochenmarkstammzellen zeigen beispielsweise eine Differen-
zierbarkeit in Zellen des h&matopoetischen Systems, Muskel-, Gehirn-, Fett- und En-
dothelzellen (Blau et al. 2001, Cook und Genever 2013, Lagasse et al. 2001, Pittenger et al.
1999, Prockop 1997, Weissman et al. 2001).
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2.3.1 Mesenchymale Stammzellen

Mesenchymale Stammzellen haben vielfaltige Aufgabe im adulten menschlichen Korper.
Als multipotente Vorlauferzellen besitzen sie die Fahigkeit zur Differenzierung in unter-
schiedliche mesenchymale Phé&notypen (Cai et al. 2004). Des Weiteren kdnnen sie sich
selbst erneuern und besitzen immunmodulierende Funktionen (Bonfield et al. 2010,
Chamberlain et al. 2007). Mesenchymale Stammzellen kdnnen heute aus verschiedenen
Geweben wie Knochenmark, Muskeln, Knorpel, Synovium, Thymus, Fruchtwasser, Pla-
zenta, Nabelschnurblut, Periost, Zahnpulpa und Fettgewebe gewonnen werden (In 't Anker
et al. 2003, Jin et al. 2013, Kuhn und Tuan 2010, Nakahara et al. 1991, O'Donoghue et al.
2003, Zuk et al. 2002).
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Abbildung 1: Identifizierung und Charakterisierung mesenchymaler Stammzellen. Die Abbildung ist nach
Kuhn und Tuan 2010, S.269 modifiziert. Mesenchymale Stammzellen kénnen aus unterschiedlichen Gewe-
ben isoliert werden. Die am héufigsten vorkommenden Oberflachenmarker sind CD-73, CD-90 und CD-105.
Neben der Fahigkeit sich selbst zu erneuern, konnen sie in unterschiedliche Zelltypen differenzieren.

Das Vorhandensein nicht-hamatopoetischer Stammzellen im Knochenmark wurde bereits
vor ber 130 Jahren von dem deutschen Pathologen Cohnheim vermutet. Seine Versuche
zeigten, dass das Knochenmark eine mogliche Quelle fur Fibroblasten darstellte, die Kol-
lagenfasern im Rahmen der physiologischen Wundheilung abschieden (Prockop 1997).
Vor der Entdeckung mesenchymaler Stammzellen wurden bereits osteogene Vorgange

nach Knochenmarkstransplantationen beobachtet und beschrieben (Friedenstein et al.
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1966). Wenige Jahre spater wurden die mesenchymalen Stammzellen ndher untersucht.
Dabei stellte man fest, dass koloniebildende fibroblastoide Einheiten (CFU-F) in Kno-
chenmarkzellkulturen nachweisbar waren (Friedenstein et al. 1976). Transplantationsver-
suche, die in vivo durchgefiihrt wurden, lieRen die Annahme zu, dass diese Zellen eine
Differenzierungsfahigkeit in unterschiedliche Zelltypen wie Knochen, Knorpel, Fettgewe-
be oder auch fasriges Bindegewebe besitzen (Friedenstein et al. 1974, Owen und
Friedenstein 1988).

Der Phénotyp mesenchymaler Stammzellen kann sich durch Kultivierung der Zellen &n-
dern und somit auch die Reaktion auf bestimmte Oberflachenmarker. In der Regel reagie-
ren sie auf Marker wie CD-105 und CD-73 positiv und auf Marker wie CD-34, CD-45 und
CD-14 negativ (Chamberlain et al. 2007). Ein weiterer Marker, der eine Identifizierung
mesenchymaler Stammzellen zulasst, ist Strol. Dieser wird als einer der am besten er-
forschte mesenchymale Stammzellmarker beschrieben (Kolf et al. 2007). Die erste Be-
schreibung dieses Markers geht auf das Jahr 1991 zurick (Simmons und Torok-Storb
1991). In zahlreichen Studien wurde Strol zur Identifizierung und Isolierung mesenchyma-
ler Stammzellen aus verschiedensten Geweben verwendet (Lin et al. 2011). In vivo ist die
Identifizierung mesenchymaler Stammzellen mittels Strol eingeschrankt, da eine gleich-
zeitige Expression in Endothelzellen vorkommen kann (Lin et al. 2011, Ning et al. 2011).
Die International Society for Cellular Therapy hat folgende Kriterien zur Definition
mesenchymaler Stammzellen verfasst: Zellen, die als mesenchymale Stammzellen be-
zeichnet werden, missen unter standardisierten Zellkulturbedingungen eine Plastikadha-
renz und eine fibroblastoide Morphologie aufweisen. Die Expression der Oberflachenmar-
ker CD-105, CD-73 und CD-90 muss nachweisbar sein. Sie dirfen CD-45, CD-34, CD-14
oder CD-11b, CD-79alpha oder CD-19 und HLA-DR nicht exprimieren. Des Weiteren
muss eine Differenzierbarkeit in Osteoblasten, Chondroblasten und Adipozyten in vitro
maglich sein. Diese Eigenschaft wird als trilineage differentiation bezeichnet (Dominici et
al. 2006). Diese Kriterien werden weitgehend akzeptiert. Dennoch scheint die In-vivo-
Identifizierung mesenchymaler Stammzellen anhand von diesen Kriterien limitiert zu sein
(Lin et al. 2013).

Auch die Stammzellnische der mesenchymalen Stammzellen ist bisher noch nicht umfas-
send erforscht worden. Es wird vermutet, dass mesenchymale Stammzellen in einer peri-
vaskuléren Nische lokalisiert sind und im engen Kontakt zu BlutgefaRen stehen (Crisan et
al. 2008, da Silva Meirelles et al. 2006, Shi und Gronthos 2003).

Die osteogene Differenzierbarkeit mesenchymaler Stammzellen ist im Hinblick auf rege-
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nerative Behandlungsverfahren, die eine Knochenneubildung bedingen, interessant. Bei-
spielsweise wird vermutet, dass ein Mechanismus der zu osteoporotischen Veranderungen
fuhrt, auf der Fehlfunktion mesenchymaler Stammzellen zu Osteoblasten zu differenzieren
beruht (Xu et al. 2010). Die osteogene Differenzierung kann durch Dexamethason, Sodium
L-Ascorbat und B-Glycerolphosphat oder auch durch microRNAs induziert werden
(Eslaminejad et al. 2013, Schoolmeesters et al. 2009). Eine epigenetische Regulation spielt
ebenfalls eine wichtige Rolle in der Differenzierung mesenchymaler Stammzellen im
Rahmen der osteogenen Differenzierung, ebenso wie die Regulation der Transkription
durch den Runt-related transcription factor 2 (Runx2) (Eslaminejad et al. 2013).

Die chondrogene Differenzierbarkeit mesenchymaler Stammzellen ermdglicht die Anwen-
dung dieser Zellen bei der Reparatur von Knorpel (Portron et al. 2013). Insulin, Transfer-
rin, Natriumselenit, Natrium-L-Ascorbat, Dexamethason und TGF-B1 kdnnen die chond-
rogene Differenzierung induzieren (Merceron et al. 2012). Wéhrend der chondrogenen
Differenzierung konnten epigenetische Verénderungen und die erhfhte Expression mehre-
rer chondrogenen Signaturgene festgestellt werden (Herlofsen et al. 2013).
Mesenchymale Stammzellen kénnen auch in Adipozyten differenzieren. Die Adipogenese
wird in der Regel durch 3-Isobutyl-1-Methylxanthin, Dexamethason, Indomethacin und
Insulin induziert (Muller et al. 2013). Eine mdgliche Anwendung der Kenntnisse Uber die
adipogene Differenzierung ist die Behandlung von Adipositas (Rastegar et al. 2010). Die
adipogene Differenzierungsfahigkeit von mesenchymalen Stammzellen nimmt in vitro in
Langzeit-Zellkulturen ab (Wagner et al. 2008).

Mesenchymale Zellen kénnen auch zu nicht-mesodermalen Zelllinien differenzieren. Bei-
spielsweise ist eine Differenzierung in Zellen mdglich, die den Schwannzellen &hneln, die
in die Entwicklung, Myelinisierung und Regeneration des peripheren Nervensystems ein-
gebunden sind (di Summa et al. 2013, Faroni et al. 2013). Es wurde auch eine mogliche
Differenzierung mesenchymaler Stammzellen in Myoblasten (Caplan und Correa 2011)
und in endodermale Zelltypen, wie beispielsweise Hepatozyten, beschrieben (Banas et al.
2007, Sato et al. 2005, Sgodda et al. 2007). Welche zellularen Faktoren und Mechanismen
im Detail eine Rolle bei der Transdifferenzierung mesenchymaler Stammzellen spielen, ist
noch ungeklart.

Mesenchymale Stammzellen zeigen vielféltige Anwendungsmadglichkeiten, die sich nicht
nur wie zuerst beschrieben auf die Wundheilung beziehen. Beschrieben wurde der Einsatz
mesenchymaler Stammzellen bei der Behandlung von Patienten mit Osteogenesis imper-

fecta, bei der die regelgerechte Bildung von Kollagen Typ | gestort ist. Die Transplantation
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mesenchymaler Stammzellen verbesserte sowohl im Mausmodell als auch beim Menschen
das Krankheitsbild (Horwitz et al. 1999, Li et al. 2010, Pereira et al. 1998, Undale et al.
2009). Ebenso wurden Therapien mittels mesenchymaler Stammzellen zur Regeneration
von Herzmuskelgewebe nach Herzinfarkt entwickelt (Cai et al. 2014, Gaebel et al. 2011,
Grinnemo et al. 2004). Dabei konnte allerdings die In-Vivo-Differenzierung zu Kardiomy-
ozyten nicht nachgewiesen werden. Es wird angenommen, dass die mesenchymalen
Stammzellen durch Sezernierung von parakinen Faktoren eine Gewebsregeneration herbei-
fuhren (Hung et al. 2007, Kinnaird et al. 2004). Durch die Eigenschaft der Immunmodula-
tion kénnen mesenchymale Stammzellen auch zur Therapie der Graft-versus-Host-Disease,
die als Komplikation nach der Transplantation allogener hamatopoetischer Stammzellen
mit lebensbedrohlichem Ausmal auftreten kann, eingesetzt werden (Le Blanc et al. 2008).
Ein mogliches Anwendungsgebiet stellt neben der Gewebsregeneration und Immunmodu-
lation auch der Einsatz dieser Zellen bei der Behandlung von Diabetes mellitus dar
(Dominguez-Bendala et al. 2012, Panetta et al. 2009, Rastegar et al. 2010).
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2.3.2 Dentale Stammzellen

Menschliche Zahne bieten eine Ressource an adulten Stammzellen. Bisher wurden finf
verschiedenartige Stammzelltypen, die aus menschlichen Zahnen gewonnen wurden, nach-
gewiesen (Estrela et al. 2011). Diese wurden als dental pulp stem cells (DPSCs) (Gronthos
et al. 2000), stem cells from exfoliated deciduous teeth (SHEDs) (Miura et al. 2003, Seo et
al. 2008), periodontal ligament stem cells (PDLSCs) (Seo et al. 2004), stem cells from api-
cal papilla (SCAPs) (Sonoyama et al. 2008) und dental follicle progenitor cells (DFPCs)
(Morsczeck et al. 2005) beschrieben.

Aus extrahierten humanen Weisheitszahnen konnten dentale Pulpa-Stammzellen (DPSCs)
gewonnen und ihre Eigenschaften naher charakterisiert werden (Gronthos et al. 2000). Die
DPSCs weisen eine Plastikadhdrenz auf und sind klonogen. Damit &hneln sie den humanen
adulten mesenchymalen Knochenmarkstammzellen (BMSCs) (Bianco und Gehron Robey
2000). DPSCs und BMSCs weisen bei tiber 4.000 bekannten menschlichen Genen Ahn-
lichkeiten in der Genexpression auf (Shi et al. 2001). Beide Zelltypen zeigen vergleichbare
Expressionsmuster der Stammzellmarker CD-44, CD-106, CD-146, 3G5 und Strol (Shi et
al. 2005). Die Charakterisierung des Immunophanotyps der DPSCs ergab weiterhin, dass
diese ebenso wie die BMSCs keine Reaktionen mit hamatopoetischen Markern wie CD-45,
CD-34 und CD-14 zeigen. Die Expression osteogener Marker wie alkalischer Phosphatase,
Kollagen Typ I, Osteonectin, Osteopontin und Osteocalcin ist in beiden Zelllinien ahnlich.
Allerdings konnte in weiteren Versuchen in Zellkulturen von DPSCs weder Knochen-
matrixprotein noch Knochensialoprotein nachgewiesen werden. Geringe Spiegel dieser
Proteine waren hingegen in den Zellkulturen von BMSCs nachweisbar. Beide Zellkulturen
zeigten ahnliche Expressionsmuster bezlglich endothelialer Marker sowie Marker der glat-
ten Muskulatur. Viele Marker wurden nicht einheitlich in der gesamten Zellkultur der
DPSCs exprimiert, sondern nur in Teilen dieser. Wie bereits flir die BMSCs beschrieben,
scheinen auch die DPSCs eine heterogene Zellpopulation zu beschreiben (Gronthos et al.
2002, Gronthos et al. 2000). Obwohl DPSCs und BMSCs in vitro ahnliche immunhisto-
chemische Eigenschaften aufweisen, gibt es Unterschiede bezuglich der Sezernierung von
kalzifiziertem Gewebe. DPSCs produzieren vereinzelte, aber dicht kalzifizierte Knétchen.
BMSCs hingegen generieren wesentlich schneller und mehr an kalzifizierten Ablagerun-
gen. Des Weiteren besitzen DPSCs die Fahigkeit eine Dentin und Pulpa &hnliche Struktur
zu bilden (Gronthos et al. 2002, Gronthos et al. 2000). Das Vorkommen koloniebildender

Einheiten, die aus pulpalem Gewebe generiert wurden, sowie die Proliferationsrate der
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Zellen ist in den DPSCs deutlich hoher als in den BMSCs (Gronthos et al. 2000). DPSCs
kénnen in verschiedene Zelltypen differenzieren. Dazu zéhlen Zellen der glatten Muskula-
tur, Adipozyten, Nervenzellen, Endothelzellen und Osteoblasten (d'Aquino et al. 2007,
Gronthos et al. 2002, lohara et al. 2006, Kim et al. 2012, Lei et al. 2014). Sowohl Stro1”
DPSCs als auch Strol* BMSCs zeigen Phanotypen, die mit perivaskularen Zellen in Ver-
bindung gebracht werden kdnnen (Shi und Gronthos 2003). In den meisten vorhergegan-
genen Studien wurden DPSCs aus Zahnen mit abgeschlossenem Wurzelwachstum gewon-
nen. Bei einer Untersuchung von DPSCs, die aus Zahnkeimen isoliert wurden, zeigte sich
eine erhohte Proliferationsrate dieses Stammzelltypus (Takeda et al. 2008). DPSCs aus
Zahnkeimen scheinen &hnliche Charakteristiken wie DPSCs aus Zadhnen mit abgeschlosse-
nem Wurzelwachstum aufzuweisen. Beide Stammzelltypen wiesen nach Induktion gleich-
ermalen ein osteogenetisches und odontogenetisches Differenzierungspotenzial auf. Sie
exprimierten osteogene Marker wie die alkalische Phosphatase, produzierten kalzifizierte
Matrix und bildeten Dentin-Pulpa-Komplexe. Dennoch verloren beide Zelltypen nach tber
30 Passagen ihre Differenzierbarkeit (Takeda et al. 2008). Fir DPSCs gibt es vielfaltige
Anwendungsmdglichkeiten in der regenerativen Medizin. Dabei steht nicht nur die Erfor-
schung der Regeneration von dentalen Geweben und Strukturen im Vordergrund, sondern
auch von anderen Geweben aulRerhalb des Zahnes. DPSCs stellen eine leicht zugéngliche
Ressource an Stammzellen dar.

Eine weitere Stammzellpopulation konnte aus humanen exfoliierten Milchzahnen isoliert
werden. Diese werden als stem cells from human exfoliated deciduous teeth (SHEDS) be-
zeichnet (Miura et al. 2003, Seo et al. 2008). SHEDs sind nach In-Vivo-Transplantation in
immunsupprimierte Mause in der Lage Knochen- und Dentinbildung zu induzieren sowie
neurale Marker zu exprimieren. Sie weisen eine héhere Proliferationsrate als die DPSCs
auf, kdnnen aber im Gegensatz zu diesen keinen Dentin-Pulpa-Komplex bilden. Eine Dif-
ferenzierung der SHEDSs in neurale Zellen und Adipozyten ist méglich. Die mesenchyma-
len Stammzellmarker Strol und CD-146 werden gleichermalRen wie bei den DPSCs ex-
primiert (Batouli et al. 2003, Miura et al. 2003). SHEDs kénnen in Odontoblasten ahnliche
Zellen differenzieren, wobei sie die drei Marker Dentin sialophosphoprotein (DSPP), Den-
tin matrix acidic phosphoprotein 1 (DMP1) und Matrix extracellular phosphoglycoprotein
(MEPE) exprimieren, die mit der Differenzierung von Odontoblasten in Verbindung ge-
bracht werden kdnnen. Es wurde gezeigt, dass die Blockade des Bone morphogenetic pro-
tein 2 signaling (BMP-2) die Differenzierung der SHEDs in Odontoblasten inhibierte

(Casagrande et al. 2010). In einer weiteren Studie konnte ebenfalls eine Differenzierung in
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Odontoblasten nachgewiesen werden, die sogar tubuléres Dentin sezernierten. Eine Diffe-
renzierung der SHEDs in endotheliale Zellen ist auch moglich (Sakai et al. 2010). Weitere
Stammzellen, die aus der Pulpa von Milchz&hnen isoliert werden konnten, wurden als hu-
man immature dental pulp stem cells (hIDPSCs) bezeichnet. Diese Stammzellpopulation
weist embryologische Stammzelloberflachenmarker wie beispielsweise Oct-4 auf (Kerkis
et al. 2006). In vivo konnte nachgewiesen werden, dass hIDPSCs geschadigte korneale
Gewebe regenerieren konnten (Gomes et al. 2010). In Zellkulturen wurde die Differenzie-
rung in glatte Muskulatur, Skelettmuskulatur, Nervenzellen, Knorpel und Knochen nach-
gewiesen. Intraperitoneale Injektion dieser Zellen in BALB/c nude Mé&use zeigte eine An-
reicherung der IDPSCs in verschiedenen Organen (Kerkis et al. 2006). Die Fahigkeit dieser
Zellpopulation pulpale Gewebe zu generieren ist bisher unerforscht. Diese vielverspre-
chenden Ergebnisse stellen SHEDs ebenfalls als leicht zugangliche, effiziente Quelle zur
Gewinnung postnataler Stammzellen dar.

Bei den periodontal ligament stem cells (PDLSCs) handelt es sich um Stammzellen, die
aus dem Zahnhalteapparat gewonnen werden kdénnen (McCulloch 1985). PDLSCs expri-
mieren die mesenchymalen Stammzellmarker Strol und CD-146 (Gronthos et al. 2000,
Seo et al. 2004, Shi und Gronthos 2003). Immunhistochemisch und mittels Western Blots
konnte nachgewiesen werden, dass zementoblastische und osteoblastische Marker in
PDLSCs exprimiert werden (Seo et al. 2004). In immunsupprimierten Mausen fuhrt die
Transplantation von PDLSCs zur Bildung von dem Zahnhalteapparat &hnelnden Strukturen
wie Zement und Kollagenfasern. In Zellkultur konnte die Differenzierung von PDLSCs zu
zementoblastendhnlichen Zellen, Adipozyten und kollagenbildenden Zellen nachgewiesen
werden. PDLSCs sind klonogen und weisen eine héhere Proliferationsrate als die DPSCs
auf (Seo et al. 2004). Im Rahmen einer Kyropraservation der PDLSCs war es maglich,
ihren stammzellartigen Charakter zu erhalten. Sie waren weiterhin in der Lage den mesen-
chymalen Stammzellmarker Strol zu exprimieren, ihre Fahigkeit zur multipotenten Diffe-
renzierung und zur Regeneration von zahnhalteapparatdhnlichen Strukturen zu erhalten
sowie ihren diploiden Karyotyp zu bewahren. Folglich kann menschliches Gewebe, in dem
PDLSCs vorkommen, flr eine spatere Stammzellisolation und Gewebsregeneration kon-
serviert werden (Seo et al. 2005).

Aus dem Gewebe der apikalen Papille im Bereich des Apex sich entwickelnder bleibender
Zahne konnte eine weitere Stammzellpopulation isoliert werden, die stem cells from apical
papilla (SCAPs) (Sonoyama et al. 2006, Sonoyama et al. 2008). In vitro konnte ein odon-

togenetisches und osteogenetisches Differenzierungspotenzial der SCAPs nachgewiesen
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werden. Nach entsprechender Induktion war es moglich die Differenzierung der SCAPs zu
Adipozyten und neuralen Zellen herbeizufiihren. Diverse neurale Marker wie Glutamic
acid decarboxylase (GAD), Neuronal nuclear antigen (NeuN), Neurofilament M (NFM)
und Neuron specific enolase (NSE) konnten nachgewiesen werden (Sonoyama et al. 2006,
Sonoyama et al. 2008). Nach Transplantation von SCAPs in immunsupprimierte Mause
konnte die In-vivo-Bildung eines Dentin-Pulpa-Komplexes bei Verwendung von Hydro-
xyapatit/Tricalciumphosphat als Tragermaterial beobachtet werden. In Versuchen mit Mi-
nischweinen konnte gezeigt werden, dass nach chirurgischer Entfernung der apikalen Pa-
pille in einer frihen Entwicklungsphase der Zahne die Wurzelentwicklung trotz intaktem
pulpalem Gewebe stoppte. Bei Z&hnen mit erhaltener apikaler Papille blieb eine physiolo-
gische Entwicklung und ein normales Wachstum erhalten. Es wird vermutet, dass die
SCAPs eine wichtige Rolle in der Entwicklung und dem Wachstum der Zahnwurzeln spie-
len. SCAPs scheinen der Ursprung primérer Odontoblasten zu sein, die vor allem fir die
Bildung von Wurzeldentin zustandig sind. DPSCs hingegen werden eher mit Odontoblas-
ten in Verbindung gebracht, die reparatives Dentin bilden (Huang et al. 2008).

Aus Zahnfollikeln kénnen weitere dentale Stammzellen, die dental follicle precursor cells
(DFPCs), gewonnen werden (Kemoun et al. 2007, Morsczeck et al. 2005). Der Zahnfolli-
kel ist ein ektomesenchymales Gewebe, das den Zahnkeim umschliet und Zellen beinhal-
tet, die spater die Strukturen des Zahnhalteapparates bilden. DFPCs wurden aus Zahnfolli-
keln von impaktierten Weisheitszahnen isoliert. Ebenso wie andere bereits beschriebene
dentale Stammzellen weisen die DFPCs Eigenschaften wie Klonogenitat und Plastikadha-
renz auf (Morsczeck et al. 2005). DFPCs besitzen eine fibroblastoide Morphologie und
exprimieren die Marker Nestin, Notch-1, Kollagen Typ I, Bone Sialoprotein, Osteocalcin
und Fibroblast Growth Factor Receptor 1-111C (Morsczeck et al. 2005). In vitro konnte ein
osteogenes Differenzierungspotenzial dieser Zellen nachgewiesen werden. Bei In-vitro-
Versuchen wurden nach Stimulation mit Enamel matrix derivatives oder BMP-2 und
BMP-7 flr Zementoblasten typische Marker wie Cementum Attachment Protein und
Cementum Protein-23 entdeckt (Kemoun et al. 2007). Die Expression von Oberflachen-
markern wie Strol und BMP Rezeptoren konnte in vivo festgestellt werden. Eine Differen-
zierung von DFPCs zu osteogenen Zellen konnte sowohl unter in vitro als auch unter in
vivo Bedingungen nachgewiesen werden. Nach Transplantation in immunsupprimierte
Méuse waren diese Zellen nicht mehr in der Lage Zement oder Knochen zu bilden. Die
Autoren dufRerten die Vermutung, dass dies mit der bereits geringen Zellzahl in den Zell-

kulturen zusammenh&ngen konnte (Morsczeck et al. 2005, Morsczeck et al. 2008). Durch
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verschiedene Differenzierungsassays konnte eine Differenzierung der DFPCs zu Adipozy-
ten und Chondrozyten herbeigefuhrt werden (Kemoun et al. 2007).

Auch dentale Stammzellen kénnen anhand von Stammzellmarkern identifiziert werden.
Dabei handelt es sich um Oberflachenmarker, die in der Regel nur von undifferenzierten
Zellen exprimiert werden. Der perivaskulare Marker CD-146 wird von BMSCs, DPSCs,
SHEDs und PDLSCs exprimiert und erméglicht eine Selektion dieser Stammzellen (Miura
et al. 2003, Seo et al. 2004, Shi und Gronthos 2003). Weitere hdmatopoetische Stamm-
zellmarker wie CD-14, CD-45 und CD-34 sind in den meisten bisher beschriebenen denta-
len Stammzellpopulationen nicht nachweisbar (Shi et al. 2005). Lediglich eine Stammzell-
population wurde beschrieben, die CD-34 und CD-133 exprimiert (d'Aquino et al. 2007).
Diverse dentale Stammzellen kénnen mittels des mesenchymalen Markers Strol nachge-
wiesen werden. Dieser wird auch von Knochenmarksstammzellen exprimiert. Sowohl
DPSCs, SHEDs, DFPCs als auch PDLSCs konnen durch Strol identifiziert und isoliert
werden (d'Aquino et al. 2007, Gronthos et al. 2000, Kemoun et al. 2007, Miura et al. 2003,
Seo et al. 2004, Shi und Gronthos 2003).
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3  Material und Methoden

Die fir die Versuchsreihen bendtigten pulpalen Zahnkeimstammzellen und Knochenmark-
stammzellen aus der Beckenkammregion wurden von der Klinik fur Mund-, Kiefer- und
Gesichtschirurgie der Universitats-Medizin Gottingen (UMG) zur Verfligung gestellt. Die
pulpalen Zahnkeimstammzellen wurden aus Zahnkeimen isoliert, die in Form retinierter
oder Uberzahliger Zahne vorlagen und aus kieferorthopadischen Griinden bei Kindern ent-
fernt werden mussten. Meist werden diese nach der Extraktion verworfen. Die Knochen-
markstammzellen stammten aus dem Beckenkammknochen von Patienten, die aus medizi-
nischen Griinden eine Beckenkammtransplantation in defekte Bereiche des Gesichtsskelet-
tes erhielten. Die Uberreste des entnommenen Beckenkammknochens, die nicht zur Trans-
plantation herangezogen wurden und in der Regel verworfen werden, wurden zur Stamm-
zellgewinnung genutzt.

In allen Féllen wurde eine schriftliche Einverstandniserklarung der Patienten bzw. deren
Eltern zur Verwendung des enthommenen biologischen Materials in Form von Zahnkei-
men und Beckenkammknochen fur Forschungszwecke eingeholt und liegt vor. Die Ethik-
kommission der UMG genehmigte die Studie (positives Ethikvotum 15/10/01 und
31/4/11).

Die Probenentnahme, das Zlchten der Zellkulturen, Zellzahlung und Zellsortierung mittels
Magnet-Beads und die Isolierung der RNA wurden von Mitarbeitern des Zelllabors der
Klinik fur Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie durchgefiihrt. Die Methodik hierflr
gleicht der in der Dissertation von Gummer (2011) beschriebenen und wird hier in den
Kapiteln 3.1 bis einschliellich 3.3 nur zusammengefasst dargestellt. Die verwendeten Ma-
terialien gleichen ebenfalls denen, die in der Dissertation von Gimmer (2011) aufgefiihrt
sind. Die Herstellung der Microarrays Gbernahm das Transkriptomanalyselabor der UMG.
Die Vorgehensweise diesbeziglich wird in Kapitel 3.4 erldutert. Die Microarray-
Datenanalyse und Statistik ist in Kapitel 3.5 beschrieben. Die Daten der Microarray-
Ergebnisse wurden mir zur Auswertung und Interpretation von der Klinik fur Mund-, Kie-

fer- und Gesichtschirurgie zur Verfugung gestellt.
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3.1 Probenentnahme, Zellen und Zellkulturen

Die Herstellung der verwendeten Lésungen und die verschiedenen Arbeitsschritte mit den
Zellkulturen wurden unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt (Sterilbank Biohazard
Cleanair En12469, JA Woerden). Eine bakterielle und fungizide Kontamination wurde vor
jedem Mediumwechsel durch eine mikroskopische Analyse ausgeschlossen (Mikroskop
Carl Zeiss Vision GmbH, Hallbergmoos). Die Zellen wurden im Brutschrank (Sanyo
Electric Biomedical CO., Japan) kultiviert. Die Bedingungen im Brutschrank wurden kon-
trolliert einheitlich bei einer Temperatur von 37 °C, einem Kohlenstoffdioxidanteil von 5
% und einer Luftfeuchtigkeit von 95 % gehalten.

Das Weichgewebe der Pulpa wurde aus den Zahnkeimen isoliert und in kleine Fragmente
zerteilt. In einer Petrischale (58 cm?, Sarstedt AG & CO, Niimbrecht) mit 15 ml Nahrme-
dium (DMEM, 10 % FKS, 1 % Penicillin-Streptomycin) erfolgte die Kultivierung der Zel-
len. Ebenso wurden kleine Fragmente des Beckenkammknochenpraparats zur Herstellung
einer Zellkultur behandelt. Es folgte eine mikroskopische Beobachtung des Proliferations-
verhaltens der Zellen. Nach Bildung eines nahezu konfluenten Zellrasens wurden die Ge-
websfragmente in weitere Petrischalen umgesetzt. Die verbleibende Priméarkultur wurde
zur weiteren Proliferation trypsiniert, passagiert und gezahlt. Darauf erfolgte eine gleich-
maRige Aufteilung auf Zellkulturflaschen (75 cm?, Greiner Bio-One GmbH, Solingen).
Jeweils nach zwei bis drei Tagen wurde das Nahrmedium ausgetauscht.

Wurde ein fast konfluentes Wachstum erreicht, erfolgte das Passagieren der Zellen. Unter
Vakuum fand eine Absaugung des Mediums statt. Darauf folgte eine Waschung der Zellen
mit 37 °C vorgewédrmten PBS. AnschlieBend wurden 2 ml Trypsin zugefigt, ebenfalls auf
37 °C temperiert und eine Inkubation im Brutschrank fiir fanf Minuten durchgefiihrt. Zel-
len, die dennoch am Boden der Zellkulturflasche adhdrent waren, wurden durch leichtes
Klopfen und Bewegen der Flasche geldst. Mit Zugabe von 8 ml DMEM wurde eine Inakti-
vierung des Trypsins erreicht.

Die Zellzahl konnte durch das Zellzdhlgerat CASY (Scharfe System/ Innovatis, Reutlin-
gen) erfasst werden. Die Zellsuspension wurde funf Minuten bei 250 x g zentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde, nachdem die Zellzahl ermittelt worden
war, in einer der Zellzahl entsprechenden Menge Wachstumsmedium aufgenommen. Die
Aufteilung in die Zellkulturflaschen (75 cm?) erfolgte mit einer maximalen Zellzahl von
700.000 Zellen. Im Brutschrank fand unter standardisierten Bedingungen eine weitere Kul-
tivierung der passagierten Zellen statt, nachdem eine mikroskopische Kontrolle durchge-

fihrt worden war. Das Abldsen einer adhdrenten Kultur durch Trypsinierung und die Kul-
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tivierung der Zellen in geringeren Konzentrationen bezeichnet hierbei eine Passage. Dabei
ist zu erwdhnen, dass das Passagieren immer vor Erreichen der Konfluenz erfolgte.

Dadurch sollte eine vorzeitige Differenzierung der Zellen vermieden werden.

3.2 Zellzéhlung und Zellsortierung

Die Zellzdhlung wurde mittels des Zellzahlgerats CASY (Schéarfe System/ Innovatis, Reut-
lingen) durchgefuhrt, nachdem die Zellen passagiert worden waren. Zur Messung wurde
eine Probe der zuvor gut durchmischten Zellsuspension entnommen. Im Verhéltnis 1:100
mit isotoner Pufferlosung (CASYton) erfolgte eine Verdiunnung. Das Zellzahlgeréat regis-
triert Widerstandsanderungen, die durch Interaktion der Zellen mit einer im Geréat befindli-
chen Messkapillare hervorgerufen werden. Es resultieren elektrische Impulse, die mit der
Zellzahl korrelieren. Durch die Kombination des Widerstandsmessprinzips mit dem Ver-
fahren der Pulsflachenanalyse kann neben der Bestimmung der Zellzahl auch eine Darstel-
lung der GroRenverteilung der Zellen erfolgen. Die jeweilige Pulsflache ist dabei proporti-
onal zum Zellvolumen. Dies erméglicht die Differenzierung diverser Zellpopulationen.
Des Weiteren kann festgestellt werden, ob vitale oder avitale Zellen vorliegen.

Die Zellsortierung wurde durch Magnetic-activated cell-sorting (MACS) vorgenommen.
Aus den kultivierten Zahnkeim- und Beckenkammzellen konnte anhand des spezifischen
magnetgekoppelten Antikorper Strol eine Strol” Zahnkeim- und Knochenmarkstammzell-
population isoliert werden. Die Antikdrper gehen dabei eine spezifische Bindung mit ent-
sprechenden Oberflachenstrukturen der Zellen ein. Dadurch ergibt sich tber die Antikdrper
eine Bindung mit den magnetischen Micro-beads. Beim Durchfluss der Mischpopulation
durch ein Magnetfeld kénnen bestimmte Zellpopulationen selektiert werden.

Zur Vorbereitung auf die Selektion mittels MACS wurden die Zahnkeim- und Becken-
kammzellen mit 2 ml PBS gewaschen. Eine Zellzahlbestimmung fand nach dem Trypsinie-
ren im CASY statt. AnschlieBend wurde die Zellsuspension mit 250 x g zentrifugiert, der
Uberstand abgesaugt und die verbliebenen Zellen einer Waschung mit 2 ml PBS unterzo-
gen. Die Zellen wurden erneut zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Es erfolgte die
Zugabe der Strol-Antikdrper und entsprechende Inkubation. Durch die Markierungsvor-
gange entstanden neue Zellpellets, die in MACS-Puffer aufgenommen wurden und abhén-
gig von der Zellzahl so aufgeteilt wurden, dass maximal 2,5 Millionen Zellen in 500 pl
MACS-Puffer gelost wurden. Es folgte eine Spilung der vorbereiteten Magnetsaule (MS-
Columns, Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach) der Mini MACS-Separation Unit
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(Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach) mit 500 ul MACS-Puffer. Darauf wurde die
in den 500 ul MACS-Puffer vorbereitete Zellprobe in die Séule pipettiert. Die Saule wurde
anschlieBend dreimal einer Waschung mit jeweils 500 ul MACS-Puffer unterzogen. Auf-
grund magnetischer Interaktionen blieben markierte (positive) Zellen der Sdule anhaftend,
wahrend nicht markierte (negative) Zellen durchflossen und in einem Zentrifugenréhrchen
gesammelt werden konnten. Die positiven Zellen wurden gesondert gesammelt, indem die
Sdule aus dem Magnetfeld entfernt wurde und mit 1 ml MACS-Puffer gespiilt wurde. Die
positiven und negativen Zellen wurden mithilfe des CASY gezahlt. Die isolierten Strol*-
Zellen und ihr Erbgut wurden fiir die Microarray-Analyse herangezogen.

3.3 Isolierung der RNA

Aus den isolierten Stro1*-Zellen aus Zahnpulpa und Beckenkamm wurde mithilfe des QI-
AGEN RNeasy Kits (Qiagen GmbH, Hilden) die Isolierung der RNA vorgenommen. Da-
bei wurde das Protokoll des Herstellers fur die Versuchsreihen eingehalten. Die Zellen
wurden als erstes einer Lyse unterzogen. Dazu wurde ein mit 1 % [B-Mercaptoethanol ver-
setzter Lyse-Puffer verwendet (Buffer RLT). Das Lysat wurde nach Auftragen auf eine
QIlAshredder-Séaule zwei Minuten bei maximaler Drehzahl (16400 rpm) homogenisiert. Es
folgte die Zugabe von 70 % Ethanol, wodurch die RNA selektiv an die RNeasy-Membran
gebunden wurde. Nach Uberfiihrung in RNeasy-Zentrifugationsrohrchen wurde das Ge-
misch zentrifugiert. Das RNase-Free Dnase Set (QIAGEN GmbH, Hilden) wurde zum
DNase-Verdau eingesetzt, so dass Verunreinigungen der RNA durch DNA vermieden
wurden. Im letzten Schritt der Isolierung der RNA wurde diese mit RNase-freiem Wasser
eluiert. Photometrisch wurde die Konzentration und Reinheit der Eluate bei 260 nm fir
Nukleinsauren und bei 280 nm fur Proteine bestimmt, wobei der Quotient der optischen

Dichte bei beiden zwischen 1,8 und 2 liegen sollte.
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3.4 Herstellung der Microarrays

Die Herstellung der Microarrays erfolgte anhand des ,,Low RNA Input Linear Amplificati-
on Kit Plus, One Color* (Agilent Technologies, Inc. 2007; Cat N°: 5188-5339) und des
»Agilent One Color RNA Spike-In Kit*“ (Agilent Technologies, Inc. 2007; Cat. N°:5188-
5282) Protokolls. Um eine globale Analyse der Genexpression menschlichen Erbguts
durchfihren zu kénnen, wurden Human 4 x 44 K Design Arrays (Agilent Technologies
G4112F) verwendet. 600 ng RNA dienten als Startmaterial zur Herstellung von cDNA. Die
Synthese der cDNA und In-vitro-Transkription (IVT) wurde nach Herstellerempfehlungen
durchgefiihrt. Quantitat und Effizienz der amplifizierten markierten cRNA wurden mittels
NanoDrop ND-1000 UV-VIS Spectrophotometer (Version 3.2.1.) festgestellt. Die Hybridi-
sierung wurde fur 17 Stunden bei 10 rpm und 65 °C im Hybridisierungsofen (Agilent)
durchgefiihrt. Die Waschung und das Farben der Arrays wurden nach Herstellerempfeh-
lungen vorgenommen. Im Agilent DNA Microarray Scanner (G2505B) wurden Cy3-
Intensitdten durch one-color scanning bei einer 5 Micron Auflésung bestimmt. Die ge-

scannten Bilddateien wurden visuell auf Artefakte inspiziert und anschlieend analysiert.

3.5 Microarray-Datenanalyse und Statistik

Die Datenanalyse von Microarrays zielt darauf, die Genexpression in den untersuchten
Proben zu ermitteln und damit die Funktionsweise bestimmter Zelltypen néher zu charak-

terisieren. Die Microarray Datenanalyse setzte sich aus folgenden Schritten zusammen:

1) Between-Array Normalisierung

2) Global Clustering und Principal Component Analysis (PCA)
3) Anpassung der Daten an ein lineares Modell

4) Detektion differentiell exprimierter Gene

5) Over-Representation Analyse differentiell exprimierter Gene

Die Erstellung der Roh- und Basisdaten (Schritte 1 und 2) sowie Teile von Schritt 3 wur-
den vom Transkriptomanalyselabor der UMG durchgefiihrt.
Dazu wurden die gemessenen Fluoreszenzintensitatswerte der Microarrays zunachst in
log,-Werte transformiert. Um gewéhrleisten zu kénnen, dass die Intensitaten zwischen den
Microarrays vergleichbar sind, wurde eine Quantilnormalisierung der Daten vorgenom-
men. Die Normalisierung dient dazu Unterschiede der gemessenen Intensitdten, die durch
technische Faktoren bedingt sind, zu eliminieren. Die Daten wurden somit auf eine ge-
meinsame Skalierung gebracht. Es wurde eine hierarchische Clusteranalyse durchgefiihrt,
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der eine agglomerative Berechnung zugrunde liegt. Als Fusionierungsalgorithmus wurde
die Average-Linkage Methode gewahlt. Distanzen wurden als 1-Pearson’s Korrelationsko-
effizient gemessen. Die Clusteranalyse dient dazu, bestimmte Muster in der Genexpression
aufzuspuren. Die Daten werden dabei in Teilmengen portioniert, die sich durch gemeinsa-
me Eigenschaften auszeichnen. Es kdnnen hierbei aber keine Aussagen zu Signifikanzen
der Ergebnisse erhoben werden. Die PCA (Hauptkomponentenanalyse) wurde mittels Prin-
comp-Funktion in der R Software durchgefuhrt. Dabei handelt es sich um eine explorative
Technik, die mithilfe von Dimensionsreduktion Muster in den Datensatzen erkennen kann,
ohne dass die Charakteristiken des Datensatzes verloren gehen, die den groRten Anteil an
dessen Varianz haben. Dadurch wird eine Redundanz in den Daten entfernt. Transkripte
oder Proben, die dhnliche Muster aufweisen, kdnnen so herausgefiltert werden. Um die
Mittelwerte der drei Messwerte fiir jedes Gen erfassen sowie die differentielle Genexpres-
sion bewerten zu kénnen, wurde ein einfaches lineares Modell an die Daten angepasst und
die Mittelwerte sowie die Standardabweichungen flr jedes Gen berechnet. Um Gene mit
signifikanten Unterschieden in ihrer Expression zwischen den Gruppen ausfindig zu ma-
chen, wurde eine empirische Bayes-Methode zur Verringerung des Standardfehlers auf die
Daten angewandt. P-Werte wurden durch einen moderated t-Test ermittelt und anhand der
Benjamini-Hochberg Methode flir multiples Testen korrigiert. Die Anpassung des p-Werts
garantiert durch Kontrolle der False Discovery Rate (FDR) eine geringere Anzahl an falsch
positiven Ergebnissen. Fir jedes Gen wurde die Null-Hypothese widerlegt, dass keine dif-
ferentielle Expression vorliegt, wenn die FDR kleiner als 0,05 ist. Um iberméaRig représen-
tierte Funktionen zu detektieren, wie sie von Gene Ontology dargestellt werden, wurde das
zusétzliche R Paket topGo genutzt. Durch den nichtparametrischen Wilcoxon-Test wurden
die zu vergleichenden Genlisten mithilfe der Rénge auf statistische Signifikanzen unter-
sucht. Dabei wurden Bonferroni-korrigierte p-Wert <0,05 als signifikant unterschiedlich
betrachtet.

Mithilfe einer Annotationsplattform wie DAVID konnen die ermittelten Genlisten auf Zu-
sammenhange bei biologischen Funktionen und Stoffwechselwegen geprift werden. Durch
die STRING-Datenbank kénnen Interaktionen von Proteinen, die von den ermittelten Ge-

nen codiert werden, in einem Netzwerk angezeigt werden.
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4 Ergebnisse

Durch magnetic-activated cell-sorting (MACS) konnten zwischen 8,4 % und 11,1 %
Strol*-Zellen aus den Mischkulturen humaner Zahnkeimstammzellen (Stro1*“<) und Kno-

chenmarkstammzellen aus Beckenkammspongiosa (Strol*®"

) isoliert werden. Die an-
schliefend durchgefiihrte und nachfolgend beschriebene Microarray-Analyse gibt aussage-
kraftige Hinweise zur Genexpression beider Zelltypen und ermdglicht eine ndhere Charak-
terisierung der bisher wenig erforschten Strol* pulpalen mesenchymalen Zahnkeimstamm-
zellen.

Um Unterschiede in der differentiellen Genexpression der Stro1*“ und der Stro1*®¥ zu
detektieren, werden zwei verschiedene Analysewege beschritten. Zunédchst werden die
vom Transkriptomanalyselabor der UMG aufbereiteten Daten der Microarrays mithilfe
statistischer und grafischer Methoden ausgewertet. Dazu wurden die Intensitatswerte aller
Genexpressionen eingangs global dargestellt und anschlieRend nach verschiedenen Krite-
rien gefiltert (Kapitel 4.1-4.4).

Anhand sehr streng gewahlter cut-offs des p- bzw. FDR-Wertes sowie des logFC-Wertes
(FDR<0,001 % und |logFC| >2) wurden in Kapitel 4.2 hochsignifikant unterschiedlich
exprimierte Gene durch statistisches Filtern identifiziert. Um eine ndhere Charakterisierung
und Beschreibung der Funktionsweise beider Stammzelltypen zu ermdéglichen, erfolgt in
Kapitel 4.3 eine Analyse tber funktionale Annotationen und eine Pathway-Analyse mithil-
fe der Software-Programme ,,DAVID* und ,Ingenuity”. In Kapitel 4.4 werden gezielt
Stoffwechselwege und die dabei involvierten Gene analysiert, die nach heutigen Erkennt-
nissen mit der Existenz und Entwicklung von Knochen- und Zahngewebe in Verbindung

stehen.

4.1 Ergebnisse der globalen Statistik

Insgesamt wurden 28.889 Gene in der Probe Zahnkeimstammzellen (ZK) und der Probe
Beckenkammstammzellen (BK) untersucht. Pro Probe wurden drei Messreihen durchge-
fuhrt, um Fehlergebnisse auszuschlieBen. In den 28.889 Genen sind auch solche Gene ent-
halten, die mit ,NA* bezeichnet wurden und deren Identitdt noch nicht beschrieben wurde.
Es verbleiben 22.454 Gene, die namentlich bekannt sind. In Abbildung 2 ist die Rohdaten-

analyse nach Normalisierung der Messwerte dargestellt. Als globale Ubersicht sind hier die
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Korrelationen der logarithmierten Intensitatswerte (log(1)), die H&ufigkeitsverteilungen

+ZK und

und die Medianwerte der Intensitatswerte aller Genexpressionen aus den Strol
Stro1*BX aufgefiihrt. Der Medianwert des loga(1) betragt bei den Stro1*“ 9,093 und bei
den Stro1*®X 9,097. Im Gegensatz zur herkémmlichen Statistik liegen die interessanten
Werte der paarig aufgetragenen Werte der Genexpression auflerhalb des 99 %-

Konfidenzintervalls (Abbildung 2, obere Grafik).
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Abbildung 2: Scatterplot der relativen Expressionswerte der Strol*-Stammzellen aus Zahnkeimen (ZK) und
Beckenkamm (BK) nach der Normalisierung. Dargestellt ist die Korrelation der aus den Triplets errechneten
Mittelwerte (n=3) der logarithmierten Intensitatswerte (log,(l)) der relativen Genexpressionen (Genanzahl
n=22.454). Die obere Grafik zeigt die korrelierten Werte der 22.454 Gene mit ihrer Regression und dem 99
%-Konfidenzintervall sowie mit den Histogrammen ihrer Haufigkeitsverteilungen. Die Expressionswerte der
ZK-Zellen unterhalb des Konfidenzintervalls sind gegentiber den BK-Zellen herunterreguliert, die oberhalb
gelegenen heraufreguliert. Das untere Schaubild stellt die Korrelation mit den Medianwerten und den 10, 25,
75 und 90 %-Perzentilen dar. Die Medianwerte betragen fiir die Strol*** 9,093 (25 und 75 %-
Perzentilen=7,865 und 10,945) sowie fiir die Stro1*®¢ 9,097 (25 und 75 %-Perzentilen=7,847 und 10,955)
und unterscheiden sich signifikant (p<0,001; Wilcoxon-Test der Rénge).
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Die Anzahl der differentiell exprimierten Gene der insgesamt 28.889 untersuchten Gene
bei Berucksichtigung der FDR sind in Tabelle 1 dargestellt. Werden die noch unbekannten
Gene aus dem Datenblatt eliminiert, so verbleiben 22.454 Gene. Signifikante Unterschiede
bestehen bereits bei einer FDR<5 % bei 4071 Genen. Eine detaillierte Analyse derart vieler
Gene ist duRerst komplex, so dass aus Griinden der Ubersicht zunchst nur sehr hochsigni-

fikant exprimierte Gene ausgewahlt wurden.

Tabelle 1: Anzahl n der auf die FDR bezogenen statistisch signifikant exprimierten Gene.

FDR-WERT ZK-BK (n=28.889) ZK-BK (n=22.454)
FDR<10 % 4841 4029
FDR<5 % 4071 3423
FDR<1 % 2730 2293
FDR<0,1 % 1497 1300
FDR<0,01 % 860 758
FDR<0,001 % 466 414
FDR<0,0001 % 263 235

Sogar bei einer FDR<1 %, einem konservativem Schwellenwert, verbleiben 2730 Gene mit
signifikant unterschiedlicher Expression, so dass zur weiteren Untersuchung die Anzahl

der Gene der Ubersichtlichkeit halber strenger gefiltert werden muss.
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4.2  Differentialexpression hochsignifikanter Gene

Um aus der umfangreichen Datenmenge die hochsignifikanten Gene der Differentialex-
pression herauszufiltern, wurden zwei weitere statistische Filterdurchldufe absolviert. Zu-
nachst wurden alle Gene, die eine FDR<0,001 % aufwiesen, identifiziert. Dabei handelte
es sich um 414 Gene (siehe auch Tabelle 1). Nach Durchlauf der 2. Filterung mit einem
| logFC| >2 konnten aus dem verbliebenen Datenpool 109 héher exprimierte Gene bei den
Stro1*# und 191 bei den Stro1*®X identifiziert werden. Hierbei wurden nur Gene beriick-
sichtigt, die namentlich bekannt sind.

In den folgenden Tabellen sind fiir Stro1* und Stro1™® jeweils die 10 Gene aufgefiihrt,
die sich hdchst signifikant von der jeweils anderen Zellpopulation unterscheiden und her-

aufreguliert sind.

Tabelle 2: Darstellung der 10 héchst exprimierten Gene in den Stro1*“¥,

logFC

AveExpr

Symbol Genbeschreibung ZK-BK ZK-BK p-Wert FDR

XIST X (inactive)-specific transcript (non-protein coding) 7,136 9429  7,94E-013 4,37 E-009
COX6A1 cytochrome c¢ oxidase subunit VVla polypeptide 1 5,593 10,317 2,78 E-014 3,00 E-010
ACTG2 actin, gamma 2, smooth muscle, enteric 5,008 10,848 1,71 E-016 1,07 E-011
GALNTL . oygaineosaminytansorass 14 (GalNme-Tiay 4742 9847 LILE0IS 348E01
FBXL16 F-box and leucine-rich repeat protein 16 4,516 9,830 4,26 E-014 4,04 E-010
APCDD1 adenomatosis polyposis coli down-regulated 1 4,357 9,614 2,04E-014 256 E-010
FAM162B family with sequence similarity 162, member B 4,313 8,453 2,02E-013 1,50 E-009
S100A4 S100 calcium binding protein A4 4,265 12,735 7,93 E-013 4,37 E-009
ASB5 ankyrin repeat and SOCS box-containing 5 4,141 9,516 6,09 E-012 2,03 E-008
BARX1 BARX homeobox 1 4,126 8,397 181E-012 8,00 E-009

Tabelle 3: Darstellung der 10 héchst exprimierten Gene in den Stro1*®,

Symbol Genbeschreibung ZIngFBi AZVEEQE p-Wert FDR

RPS4Y?2 ribosomal protein S4, Y -linked 2 -8,725 10,449 7,48 E-020 2,35 E-014
RPS4Y1 ribosomal protein S4, Y -linked 1 -8,465 9,517 553E-016 2,38 E-011
IGFBP2 insulin-like growth factor binding protein 2, 36kDa -6,481 14,411 1,09 E-018 1,71 E-013
CHI3L1 chitinase 3-like 1 (cartilage glycoprotein-39) -6,471 8916 851E-016 2,96 E-011
ACAN aggrecan -6,430 11,701 9,57 E-015 1,36 E-010
HOXC9 homeobox C9 -6,148 10,385 1,05 E-016 1,07 E-011
CYP1B1 Cytochrome P450, family 1, subfamily B, polypep- 6121 12195 196E-013 1,49 E-009

tide 1
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FAM101A family with sequence similarity 101, member A -6,094 9,621 3,84E-014 4,02 E-010
MEST mesoderm specific transcript homolog (mouse) -5,493 8,974 2,07E-015 4,64 E-011
CMKLR1 chemokine-like receptor 1 -5,422 9,084 4,15E-014 4,04 E-010

Die 50 Gene mit dem niedrigsten FDR-Wert (2,35 E-14 <FDR<2,27 E-9) wurden in der
nachfolgenden Heatmap visualisiert. Die Farbgebung steht dabei im Zusammenhang mit
den normalisierten Expressionswerten der Gene. Sie variiert von grin, schwacher Expres-
sion, bis zu rot, starker Expression. Es zeigt sich, dass die meisten Gene mit héchst signifi-
kanten Unterschieden in ihrer Expression jeweils in einer der beiden Stammzellpopulatio-
nen stark heraufreguliert sind und es Uberschneidungen zu den im vorigen Kapitel be-

schriebenen 10 hdchst exprimierten Genen gibt.
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Abbildung 3: Heatmap der 50 héchst signifikant unterschiedlich exprimierten Gene in Strol*** (zZK) und
Stro1*®¢ (BK). Der cut-off des logFC wurde dabei mit | logFC| >2 gewahlt. Selektiert wurden die Gene ent-
sprechend der 50 niedrigsten FDR-Werte. Die zugehdrigen normalisierten Expressionswerte sind als rot-
griin-Heatmap visualisiert. Jede horizontale Bande entspricht einem Gen, jede vertikale Sdule einem Proben-
durchlauf (ZK n=3, BK n=3).
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4.3  Funktionelle Genanalyse

Mithilfe des Softwareprogramms ,,DAVID Bioinformatic Resources 6.7° (Database for
Annotation, Visualization and Integrated Discovery) wurde eine Analyse von 406 Genen
durchgefiihrt, die nach den Kriterien einer FDR<1 % und eines | logFC| >2 gefiltert wur-
den. Uber das Functional Annotation Tool (FAT) wurde fir die beiden Stammzellpopulati-
onen Strol**¥ und Stro1*®" eine Liste von Uberreprasentierten Gene Ontology (GO)-
Klassifizierungen beziglich biologischer Prozesse (BP) erstellt. Die Gene wurden in ihrer
Differentialexpression nach den Kriterien FDR<1 % und eines | logFC| >2 gefiltert. Da sich
beide Filtermerkmale gegenseitig bedingen, ergibt sich ungeféhr die gleiche Anzahl von
Genen als ware nur das Kriterium FDR<0,001 % gewahlt worden (404 gegen 414 Gene;
siehe auch Tabelle 1). Es treten allerdings neben den zusatzlichen Genen noch 10 weitere
Gene auf, die sich aufgrund der beiden dann unterschiedlichen Filterkriterien unterschei-

den.

4.3.1 Funktionelle Genanalyse der Stro1*“"

Bei den Stro1*#¥ fanden sich 155 Genen, die der GO-Analyse unterzogen wurden. Davon
war ein Gen namens SLC8A1 unbekannt und nicht weiter analysierbar. In Tabelle 4 sind

die 10 statistisch am wahrscheinlichsten GO-Klassifizierungen fiir Stro1*%

aufgelistet. In
den Stro1*#" sind unter den ersten 10 gelisteten GO-Termini vor allem solche tberrepra-
sentiert, die zelluldre Regulationsmechanismen beschreiben. Danach exprimieren die
Stro1*** eine hohe Anzahl von Genen, die mit hoher Signifikanz dem Zell-zu-Zell-
Signaling, der Proliferationsregulation, der Unterdriickung der Apoptose und der Organisa-

tion des Zytoskeletts dienen.
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Tabelle 4: Darstellung Uberreprasentierter GO-Klassifizierungen fiir Stro1™ beziiglich der GO-Kategorie
biological process. Die cut-offs wurden mit einer FDR<1 % und einem | logFC| >2 (n=154) gewahlt. 55 Gene
konnten keinem GO-Term zugeordnet werden.

Term Count % p-Value Benjamini
cell-cell signaling 17 12,1 4,6 E-5 6,9 E-2
negative regulation of apoptosis 11 7,8 8,7E-4 49E-1
negative regulation of programmed cell 11 7,8 9,6 E-4 39E-1
death
negative regulation of cell death 11 7,8 9,8E-4 3,1E-1
regulation of cell proliferation 17 12,1 99E-4 2,6 E-1
gland development 7 5,0 1,0 E-3 2,3E-1
cytoskeleton organization 12 8,5 1,2 E-3 2,3E-1
regulation of nervous system develop- 8 5,7 1,3E-3 2,1E-1
ment
anti-apoptosis 8 5,7 19E-3 2,7E-1
mammary gland development 5 3,5 2,0 E-3 2,7E-1

Ferner finden sich bei den Stro1*“ im weiteren Verlauf der Liste der GO-Term odontoge-
nesis/odontogenesis of dentine-containing tooth auf (Siehe Anhang). Die darin involvierten

Gene sind in der folgenden Tabelle aufgelistet.

Tabelle 5: Gene, die in den Stro1** im GO-Term odontogenesis/odontogenesis of dentine-containing tooth
aufgelistet sind.

Odontogenesis/Odontogenesis of dentine-containing logFC ZK-BK FDR
tooth Gene Report

distal-less homeobox 1 2,455 3,84 E-08
integrin alpha 6 2,477 4,29 E-06
lymphoid enhancer-binding factor 1 2,333 2,47 E-05
syndecan 1 2,076 3,29 E-04
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Abbildung 4: Darstellung moglicher Assoziationen von Proteinen des GO-Terms odontogenesis in den
Stro1*?¥. Die Abbildungen wurden mithilfe der STRING-Datenbank erstellt. In Abbildung a) sind lediglich
die vier Proteine erfasst, die durch die Gene codiert werden, die in der Messung als hochsignifikant unter-
schiedlich exprimiert angesehen wurden. Zwischen diesen allein sind bisher keine Interaktionen bekannt. In

Abbildung b) sind mdgliche Interaktionspartner dargestellt. Die Proteine DLX1, LEF1 und ITGAG6 zeigen
uber weitere Proteine Vernetzungen.
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4.3.2 Funktionelle Genanalyse der Stro1*®*

Fur die Stro1*® wurden 251 Gene mittels DAVID auf funktionelle Annotationen hin un-
tersucht. Davon war ebenfalls ein Gen unbekannt, welches die Genbezeichnung

LOC400043 besitzt. In Tabelle 6 sind die 10 statistisch am wahrscheinlichsten GO-

+BK

Klassifizierungen fir Strol™ " aufgelistet.

Tabelle 6: Darstellung iiberreprasentierter GO-Kilassifizierungen fiir Stro1™®¢ beziiglich der GO-Kategorie
biological process. Die cut-offs wurden mit einer FDR<1 % und einem | logFC| >2 (n=250) gewahlt. 89 Gene
konnten keinem GO-Term zugeordnet werden.

Term Count % p-Value Benjamini
skeletal system development 23 10,1 2,0E-10 3,0E-7
anterior/posterior pattern formation 15 6,6 4,3E-9 3,2E-6
embryonic skeletal system development 11 48 6,2E-8 3,1E-5
extracellular matrix organization 12 53 12E-7 4,3 E-5
extracellular structure organization 14 6,1 23E-7 6,9 E-5
skeletal system morphogenesis 12 53 25E-7 6,2 E-5
regionalization 15 6,6 3,3E-7 7,0 E-5
pattern specification process 17 75 4,7E-7 8,8 E-5
embryonic skeletal system morphogenesis 9 39 73E-7 1,2E-4
cell adhesion 27 11,8 15E-6 2,3E-4

Auffallig ist, dass bei den Stro1*®* vor allem GO-Termini hochsignifikant tberrepréasen-
tiert sind, die mit dem Skelett und seiner Entwicklung in Verbindung stehen sowie GO-
Termini, die die Organisation der extrazellularen Matrix sowie die Zell-Adhésion betref-
fen. Der GO-Term skeletal system development, der bei den Stro1™®¢

wird hauptsachlich durch Hox-Gene reprasentiert. Mithilfe der STRING Datenbank (Se-

als erstes gelistet ist,
arch Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins) sind nachfolgend mogliche In-

teraktionen und Kaskaden der Proteine dargestellt, die mit den entsprechenden Genen as-

soziiert sind.
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Abbildung 5: Darstellung méglicher Assoziationen von Proteinen des GO-Terms skeletal system develop-
ment in den Stro1*®¥. Die Abbildung wurde mithilfe der STRING-Datenbank erstellt.

4.3.3 Analyse molekularer Funktionen

Des Weiteren wurde eine Liste Uberreprésentierter GO-Klassifizierungen beziiglich mole-
kularer Funktionen (MF) firr beide Zellpopulationen erstellt. In den Tabellen 7 und 8 sind
die Uberrepréasentierten GO-Klassifizierungen bezliglich molekularer Funktionen aufge-
fuhrt. Farblich hervorgehoben sind GO-Klassifizierungen, die sowohl bei den Stro1**¥ als
auch bei den Stro1*®¥ gelistet sind. Danach sind bei beiden Zelltypen Gene heraufreguliert,
die die Transkriptions- und Wachstumsfaktoraktivitaten beeinflussen. Das gleiche gilt fir

Gene, die die Kalziumionen-Bindung regulieren.
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Tabelle 7: Darstellung Uberreprasentierter GO-Klassifizierungen fiir Stro1™ beziiglich der GO-Kategorie
molecular function. Die cut-offs wurden mit einer FDR<1 % und einem | logFC| >2 (n=154) gewahlt. 93

Gene konnten keinem GO-Term zugeordnet werden.

Term Count % p-Value  Benjamini
growth factor activity 8 5,7 2,0E-4 5,6 E-2
protein kinase regulator activity 5 3,5 3,1E-3 3,7E-1
kinase regulator activity 5 3,5 51E-3 39E-1
protein kinase activator activity 3 2,1 7,8 E-3 43E-1
kinase activator activity 3 2,1 15E-2 58 E-1
tau protein binding 2 1,4 3,7E-2 8,4 E-1
sequence-specific DNA binding 10 7,1 3,7E-2 7,9 E-1
enzyme activator activity 7 5,0 39E-2 7,7E-1
enzyme inhibitor activity 6 4,3 52E-2 8,2 E-1
protein tyrosine kinase activator activity 2 1,4 58 E-2 8,2 E-1
transcription factor activity 13 9,2 59 E-2 8,0 E-1
laminin binding 2 1,4 7,9 E-2 8,6 E-1
calcium ion binding 12 8,5 8,1 E-2 8,5 E-1
cytoskeletal protein binding 8 5,7 8,3 E-2 8,3 E-1
endopeptidase inhibitor activity 4 2,8 95E-2 8,5 E-1
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Tabelle 8: Darstellung Uberreprasentierter GO-Klassifizierungen fir Strol1*®¢ beziiglich der GO-Kategorie
molecular function. Die cut-offs wurden mit einer FDR<1 % und einem | logFC| >2 (n=250) gewihlt. 138

Gene konnten keinem GO-Term zugeordnet werden.

Term Count % p-Value Benjamini
extracellular matrix structural constituent 11 48 13E-7 4,4 E-5
structural molecule activity 24 10,5 5,2 E-6 8,9E-4
pattern binding 11 4,8 2,7E-5 3,0E-3
polysaccharide binding 11 4.8 2,7 E-5 3,0E-3
glycosaminoglycan binding 10 4,4 7,3 E-5 6,3 E-3
sequence-specific DNA binding 20 8,8 2,6 E-4 1,7 E-2
carbohydrate binding 14 6,1 59E-4 3,3E-2
collagen binding 5 2,2 1,1E-3 51E-2
transcription factor activity 25 11,0 1,3E-3 55 E-2
heparin binding 6 2,6 1,0E-2 3,2E-1
transcription regulator activity 30 13,2 15E-2 41E-1
hyaluronan synthase activity 2 09 38E-2 7,0 E-1
insulin-like growth factor binding 3 13 40E-2 6,9 E-1
growth factor binding 5 2,2 45 E-2 7,0 E-1
lipopolysaccharide receptor activity 2 0,9 6,2 E-2 7,9 E-1
opioid peptide activity 2 0,9 6,2 E-2 7,9 E-1
calcium ion binding 18 7.9 7,6 E-2 8,3 E-1
glycoprotein binding 3 1,3 B80E-2 8,3 E-1
intramolecular oxidoreductase activity 3 1,3 8,4 E-2 8,3 E-1
structural constituent of muscle 3 1,3 99 E-2 8,6 E-1
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4.3.3.1 GO-Term Calcium lon Binding

Die an der GO-Klassifizierung calcium ion binding beteiligten Gene sind in Tabelle 9 ge-
listet. Es erfolgte eine Gegenuberstellung der beteiligten Gene fir beide Zellpopulationen.
Auffallig ist, dass in den Stro1* und Stro1*®X unterschiedliche UDP-N-acetyl-alpha-D-
galactosamine, Cadherine und Integrine beteiligt sind.

Tabelle 9: Darstellung der in calcium ion binding involvierten Gene fiir Stro1™* und Stro1*®X.

Gene in Strol™#

Gene in Stro1*B¥

S100 calcium binding protein A4

EGF-containing fibulin-like extracellular
matrix protein 1

UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide
N-acetylgalactosaminyltransferase 14 (GalNAc-T14)

UDP-N-acetyl-alpha-D-
galactosamine:polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase 13 (GalNAc-
T13); UDP-N-acetyl-alpha-D-
galactosamine:polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase 1 (GalNAc-
T1)

UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide
N-acetylgalactosaminyltransferase 6 (GaINAc-T6)

cadherin 13, H-cadherin (heart)

cadherin 6, type 2, K-cadherin (fetal kidney)

cartilage oligomeric matrix protein

collagen and calcium binding EGF domains 1

cell growth regulator with EF-hand domain 1

collagen, type X, alpha 1

filaggrin

fibrillin 2

integrin, alpha 11

integrin, alpha 2 (CD49B, alpha 2 subunit of VLA-2
receptor)

integrin, alpha 7

integrin, alpha 6

matrix Gla protein

matrix metallopeptidase 3 (stromelysin 1, progela-
tinase)

multiple EGF-like-domains 6

phospholipase C, beta 4

neurexin 3

synuclein, alpha (non A4 component of amyloid
precursor)

signal peptide, CUB domain, EGF-like 3

signal transducer and activator of transcription
4

sparc/osteonectin, cwev and kazal-like do-
mains proteoglycan (testican) 1

sulfatase 2

thrombospondin 2

transient receptor potential cation channel,
subfamily V, member 2

von Willebrand factor C and EGF domains
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4.3.3.2 Transcription Factor Activity

Die an der GO-Klassifizierung transcription factor activity beteiligten Gene sind in Tabel-

le 10 fur beide Zellpopulationen gegenuber gestellt. In den Strol

Hox-Gene beteiligt.

*BK sind auffallend viele

Tabelle 10: Darstellung der in transcription factor activity involvierten Gene fiir Stro1* und Stro1*®X,

Gene in Strol*™#

Gene in Stro1*B¥

BARX homeobox 1

CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), delta

SIX homeobox 1

GATA binding protein 6

T-box 3

Kruppel-like factor 9

distal-less homeobox 1

T-box 15

forkhead box F1

early B-cell factor 1

forkhead box F2

empty spiracles homeobox 2

lymphoid enhancer-binding factor 1

forkhead box C1

mohawk homeobox

homeobox A10

msh homeobox 1

homeobox A4

neurogenic differentiation 2

homeobox A7

nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 3

homeobox A9

transcription factor AP-2 gamma (activating en-
hancer binding protein 2 gamma)

homeobox B2

twist homolog 2 (Drosophila)

homeobox B3

homeobox B4

homeobox B5

homeobox B6

homeobox C10

homeobox C8

homeobox C9

iroquois homeobox 3

iroquois homeobox 5

neuronal PAS domain protein 1

paired-like homeodomain 2

short stature homeobox

signal transducer and activator of transcription 4
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4.3.3.3 Expressionsmuster von Homeobox-Genen

Nachfolgend sollen die Expressionsmuster von Hox-Genen néher beleuchtet werden. Es

folgt eine Auflistung von Genen, die der Hox-Familie zugeordnet werden und deren Ex-

pressionsintensitaten im Rahmen des vorliegenden Experiments bestimmt wurden. Es zeigt

sich dabei, dass ein Grof3teil der Hox-Gene hochsignifikant unterschiedlich exprimiert wird

und die Expression dieser Gene hauptsachlich in den Beckenkammstammzellen heraufre-

guliert ist (FDR<1 % und | logFC| >0,5). In der folgenden Tabelle 11 sind die entsprechen-

den Hox-Gene mit ihrem logFC-Wert und FDR aufgelistet und aufsteigend nach der FDR
sortiert (1.074 E-11<FDR<9.779 E-03).

Tabelle 11: Darstellung der Expression wichtiger Hox-Gene. Bei einem Grof3teil der Gene liegt eine hoch-
signifikant unterschiedliche Expression in den Stro1** und Stro1*® (FDR<1 % und| logFC| >1) vor.

Symbol Genbeschreibung logFC ZK-BK FDR

HOXC9 homeobox C9 -6,148 1,07 E-11
HOXA7 homeobox A7 -4,554 2,20 E-08
HOXB3 homeobox B3 -4,492 1,63 E-09
HOXC8 homeobox C8 -4,472 2,84 E-08
HOXB6 homeobox B6 -4,462 1,19 E-10
HOXA9 homeobox A9 -4,437 2,24 E-09
HOXB2 homeobox B2 -4,374 2,18 E-O7
HOXCS8 homeobox C8 -3,354 2,93 E-06
HOXA4 homeobox A4 -2,897 1,25 E-07
HOXA10 homeobox A10 -2,810 2,22 E-08
PITX2 paired-like homeodomain 2 -2,807 1,95 E-08
HOXB4 homeobox B4 -2,411 1,11 E-05
HOXB5 homeobox B5 -2,327 5,14 E-05
HOXC10 homeobox C10 -2,320 2,13 E-06
HOXC10 homeobox C10 -2,310 2,73 E-03
HOXB7 homeobox B7 -1,867 1,10 E-06
HOXA10 homeobox A10 -1,670 1,93 E-04
HOXAL1AS cHo(3i>r<1€)ll antisense  RNA  (non-protein 1633 1,79 E-05
HOXA10 homeobox A10 -1,571 5,69 E-04
HOXD8 homeobox D8 -1,373 8,54 E-04
HOXD3 homeobox D3 -1,355 4,54 E-04
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HOXB2 homeobox B2 -1,195 4,12 E-03
PAX9 paired box 9 1,181 1,91 E-02
LEF1 lymphoid enhancer-binding factor 1 2,333 2,47 E-05
MSX1 msh homeobox 1 2,596 2,15 E-06
PAX9 paired box 9 2,732 1,99 E-05
MSX1 msh homeobox 1 3,931 8,03 E-09
BARX1 BARX homeobox 1 4,126 8,00 E-09

In der folgenden Heatmap sind die Expressionen der Hox-Gene der Stro1*“ und Stro1*®“

dargestellt. Die Farbgebung variiert von griin, schwacher Expression, bis rot, starker Ex-

pression. Es zeigt sich deutlich eine Mehrheit an Uberexpression der Hox-Gene in den
Stro1*®X. Das Hox-Gen HOXB7 mit der Agilent ID A_23 P49810, um Verwechslungen
mit dem gleichnamigen signifikant differentiell exprimierten Gen auszuschlieRen, zeigt

keinen Unterschied in der Expression (FDR=1).
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Normalized expression
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Abbildung 6: Heatmap differentiell exprimierter Hox-Gene in Strol*** und Stro1*®¥. Die iiberwiegende

Mehrheit der Hox-Gene ist im Vergleich zu den Stro1*“¢ in den Stro1*®¢ héher exprimiert. Mittelwert aller
Expressionen ist 7,526. Jede horizontale Bande entspricht einem Gen, jede vertikale Sdule dem Mittelwert
der Probendurchlédufe (ZK n=3, BK n=3).
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In Tabelle 12 sind die wichtigsten Hox-Gene, die an der Morphogenese von Korperstruktu-
ren beteiligt sind, aufgelistet. Die Gene, die in unserer Messung erfasst wurden, wurden
farblich markiert. Die der Tabelle zugrunde liegenden Messdaten sind im Anhang aufge-
fuhrt.

Tabelle 12: Darstellung wichtiger Hox-Gene und ihrer Funktionen. Die Tabelle zeigt die wichtigsten Hox-
Gene und ihre Beteiligung an der Morphogenese von Korperstrukturen als funktionelle Gengruppierung
(Atkinson et al. 2008, Chung et al. 2009, Pavlopoulos und Akam 2007, Rawat et al. 2008, Scholl et al. 2007).
Die cut-offs wurden mit FDR<5 % und | logFC| >0,5 gewahlt. Die rot markierten Gene sind in den Stro1*®¢
héher exprimiert, die griin markierten Gene in den Stro1*““. Blau markierte Gene zeigen keine signifikanten
Unterschiede in der Expression. Gene, die doppelt aufgefiihrt sind, besitzen unterschiedliche Agilent-1Ds.
Schwarz markierte Gene werden mit der Morphogenese bestimmter Korperstrukturen in Verbindung ge-

bracht, sind aber in unserer Messung nicht erfasst worden.

Morphogenese Gen
Anatomischen EN1, HOXC10, HOXC13, HOXD3, LBX1, PITX1, POU5F1 (=Oct4), SIX2,
Strukturen SIX4.

Korpersegmenten HHEX, HOXB1, HOXDS8, LMX1B, PITX2

CDX1, CDX2, LHX1, MSX1, PAX9, PAX3, PDHX, PITX2, PITX3, PROX1,

Organentwicklung SIXE

ALX4, DLX3, DLX5, DLX6, EN1, HOXD13, MSX1, MSX2, PITX1, SHOX,

Skelettentwicklung
SHOX, SHOX?2

BARX1, CUX1, CUX1, DLX1, DLX4, DRGX, EMX1, EN2, HOXA1, HOXA7,
Zellentwicklung HOXA9, HOXB2, HOXB3, HOXB4, HOXB7, HOXB7, HOXB8, HOXBS9,
und  Zelldifferen- HOXC12, HOXC6, HOXC8, HOXC9, HOXD1, HOXD11, HOXD12, HOXD4,
zierung HOXD?9, ISL2, LBX2, LMX1A, MEIS1, MEIS1, MEOX1, NKX3-1, OTX1,
TLX1, VAX1, VSX1

Gehirn ALX1, DLX2, DMBX1, HESX1, OTX2, SIX3

Nervensystem ARX, DLX5, DLX6, LBX1, LHX1, OTP, PAX3, PHOX2B, PROP1, SHOX2
Herz ISL1, SHOX2

Muskel MKX, SIX1

Endoderm HOXC11

Ektoderm PROX1, VAX2
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4.3.4 Ingenuity Pathway-Analyse

Mithilfe des Programms Ingenuity wurde eine Pathway-Analyse durchgefiihrt. 459 Gene,
die eine FDR<1 % und einen | logFC| >2 aufwiesen, wurden in die Analyse miteinbezogen.
Insgesamt wurden 92 pathways identifiziert. Davon sollen 6 ausgewéhlte pathways, darge-
stellt in Tabelle 13, und die darin involvierten Gene naher betrachtet werden. Diese sind zu
den Bereichen ,Extrazelluldre Matrix und ihre Rezeptoren® (Inhibition of matrix metall-
proteases), ,,Zell-Matrix Interaktionen* (Integrin signaling), ,,Zell-Zell Kommunikation*
vor allem auch bei der Zelldifferenzierung (Notch signaling), ,,Jmmunsystem* (IL-17 Sig-
naling) und ,,Wachstumsfaktoren*“ (BMP signaling pathway, TGF-£ signaling) zuzuord-

nen.

Tabelle 13: Auflistung von Ingenuity Canoncial Pathways. Aus 92 Pathways, die das Programm Ingenuity
vorschlug, sollen im Folgenden 6 néher betrachtet werden. Die Gene, die analysiert wurden, wiesen eine
FDR<1 % und einen | logFC| >2 auf (n=459). Die rot markierten Gene bei den Stro1*® hoher exprimiert, die

griin markierten Gene bei den Stro1*“*,

Ingenuity Canonical
-log(p-value) Downregulated Upregulated Molecules

Pathways
I . THBS2,
Inhibition of matrix
2,21 E+00 2/38 (5%) 2/38 (5%) ADAM12,
metalloproteases
SDC1, MMP3,
ITGALL, ITGAY,
S ITGB2, RND3,
Integrin signaling 1,06 E+00 3/195 (2%) 4/195 (2%)
ITGA2, ITGAS,
ACTG2
Notch signaling 7,93 E-01 2137 (5%) 0/37 (0%) HES1, LFNG,
o CCL2, ILS6,
IL-17 Signaling 1,29 E+00 2/72 (3%) 2172 (3%)
CXCL1, MMP3
o HOXC9, PITX2,
BMP signaling pathway 7,60 E-01 2/74 (3%) 1/74 (1%)
GREM1
o HOXC9, PITX2,
TGF-B Signaling 6,22 E-01 2187 (2%) 1/87 (1%)
SERPINE1
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4.4  Differentiell exprimierte Gene der Hartgewebebildung

In diesem Kapitel erfolgt die gezielte Analyse von Stoffwechselwegen, die mit der Exis-
tenz und Entwicklung von Knochen- und Zahngewebe assoziiert sind. Die Sortierung der
Gene zu diesen Stoffwechselwegen erfolgte nach den Vorgaben des MA-Herstellers
Agilent. Die cut-offs der Parameter fir signifikant unterschiedliche Expression der unter-
suchten Gene wurden mit einer FDR<5 % und einem | logFC| >0,5 festgelegt.

Dreizehn Gene weisen in ihrer Expression hochsignifikante Unterschiede zwischen den
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Stro1*# und Stro1*®" auf. Davon zeigen neun Gene in den Stro1*< eine hdhere Expressi-

on und vier Gene in den Stro1*®¥. In Tabelle 14 sind die Stoffwechselwege und die damit

assoziierten Gene aufgelistet.

Tabelle 14: Ubersicht der in Stro1** und Stro1*®¢ exprimierten Gene, die fiir die Hartgewebebildung zu-
standig sind. Die cut-offs wurden mit FDR<5 % und | logFC| >0,5 gewahlt. Die rot markierten Gene sind in
den Stro1®, die griin markierten Gene in den Strol*“* héher exprimiert. Die schwarz markierten Gene
weisen keine signifikanten Unterschiede in der Expression auf.

Bone mineralization: USP10, CASC5, AP3S2, PRM1, AVEN, ATMIN, UNKL, ZSCAN29, THEM127,
FAM174B, VPS39, CHP

Calciumion binding and homeostasis: USP10, CASC5, DECR2, THEM127, Ci6orf35, VPS39, RBM35B, UNKL,
CMIP, ZNF598, AP3S2, AVEN, PRM1, HSBP1, FAM174B, ZSCAN29, AT-
MIN, CHP

Cartilage condensation: CASCS5, AVEN, ZSCAN29, VPS39, CHP, FAM174B, AP3S2

Cell proliferation: ORC6L, PPP4C, USP10, VKORC1, CASC5, DECR2, THEM170A, TCEB2,

ZCCHC14, CHP, MTHFSD, ZSCAN29, THEM127, EXOSC6, UNKL, AP3S2,
PRM1, NIP30, MYST1, AVEN, CMIP, FAM174B, RBM35B, ZNF598, HMOX2,
TXNL4B, ATMIN, HSBP1, IL34, ORC6L, C160rf35, NTN3, ROGDI, VPS39

Collagens: ORC6L, PPP4C, USP10, CASC5, DECR2, TCEB2, AP3S2, CMIP, ATMIN,
UNKL, FAM174B, CHP, HSBP1, RBM35B, THEMI127, AVEN, ORCG6L,
C160rf35, VPS39, ZNF598, PRM1, IL34, ZSCAN29

Growth factors and receptors: ORC6L, SMURF2, PMP22, PPP4C, USP10, MYO19, VKORC1, PSMB3,
CASC5, HN1, DECR2, THEM170A, MAPK7, ZBTB4, TCEB2, DNAHS3,
ZCCHC14, EXOSC6, ARL13B, ROGDI, PRM1, ZSCAN29, MYST1, UNKL,
SERPINF1, ZNF598, VPS39, Cl60rf35, FAM174B, ORC6L, NIP30, NTN3,
UBTF, PNMT, HSBP1, STAT5B, HELZ, SMG6, SLC25A39, CHP, 1L34,
MTHFSD, RBM35B, TXNL4B, KRT38, ATMIN, STAT3, SUZ12, NOTUM,
AP3S2, PNPLA2, TBCD, EXOC7, GIT1, SPNS3, AVEN, CMIP, LPO, HMOX2,
CCDC56, THEM127

Molecules regulating signaling of the | ORC6L, PPP4C, USP10, CASC5, DECR2, TCEB2, CMIP, IL34, UNKL,
TGF-B superfamiliy: ZNF598, HSBP1, NTN3, ORC6L, C160rf35, ATMIN, VPS39, AP3S2,
FAM174B, AVEN, ZSCAN29, RBM35B, THEM127, CHP, PRM1
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Ossification:

ORC6L, USP10, CASC5, DECR2, ZNF598, HSBP1, RBM35B, CMIP, VPS39,
CHP, ZSCAN29, THEM127, PRM1, AP3S2, FAM174B, ORC6L, ATMIN,
AVEN, UNKL, C160rf35

Other genes involved in skeletal develop-
ment:

ORCG6L, PPP4C, USP10, VKORC1, PSMB3, CASC5, DECR2, TMEM170A,
TCEB2, DNAH3, ZCCHC14, AVEN, C160rf35, CHP, VPS39, ATMIN, UNKL,
NTN3, EXOSC6, ZNF598, TMEM127, RBM35B, HSBP1, PRM1, ROGDI, IL34,
MYST1, MTHFSD, NIP30, AP3S2, CMIP, ZSCAN29, HMOX2, EXOC7,
FAM174B, TXNL4B, ORC6L

Phosphate transport:

ORC6L, PPP4C, USP10, CASC5, DECR2, TCEB2, AP3S2, CMIP, ATMIN,
UNKL, FAM174B, CHP, HSBP1, RBM35B, TMEM127, AVEN, ORC6L,
C160rf35, VPS39, ZNF598, PRML1, L34, ZSCAN29

Regulation of the cell cycle:

ORC6L, PPP4C, USP10, CASC5, DECR2, TCEB2, ZCCHC14, ATMIN,
ZNF598, AVEN, UNKL, FAM174B, TMEM127, PRM1, CHP, MTHFSD,
ZSCAN29, TXNL4B, AP3S2, EXOSC6, IL34, Cl6orf35, CMIP, NIP30,
RBM35B, HSBP1, ORC6L, NTN3, VPS39

Structual constituents of tooth enamel:

ZSCAN29, VPS39, AVEN, FAM174B, AP3S2, CHP

TGF-B activin responsive:

ORC6L, PPP4C, USP10, VKORC1, PSMB3, CASC5, DECR2, TMEM170A,
TCEB2, DNAH3, ZCCHC14, TXNL4B, AP3S2, NIP30, HSBP1, TMEM127,
LPO, IL34, VPS39, HMOX2, EXOC7, FAM174B, ORC6L, NTN3, MYST1,
AVEN, PRM1, EXOSC6, CMIP, ATMIN, ZNF598, UNKL, RBMB35B,
MTHFSD, C160rf35, ZSCAN29, ROGDI, CHP

TGF-B BMP:

USP10, CASC5, RBM35B, UNKL, TMEM127, CMIP, ZSCAN29, ATMIN,
PRM1, HSBP1, FAM174B, CHP, VPS39, AVEN, AP3S2

Transcription factors and regulators:

ORC6L, USP10, CASC5, DECR2, FAM174B, ORC6L, CHP, C160rf35, HSBP1,
RBM35B, AVEN, ZNF598, CMIP, PRM1, AP3S2, ATMIN, VPS39, ZSCAN29,
TMEM127, UNKL

WNT-receptor signaling pathway:

ORC6L, KRT34, SMURF2, PMP22, PPP4C, USP10, MYO19, VKORCI,
PSMB3, CASC5, HN1, DECR2, TMEM170A, MAPK?7, ZBTB4, TCEBZ2,
DNAH3, ZCCHC14, HMOX2, ZNF598, SERPINF1, LGALS9C, TMCES,
RBM35B, L34, ARL13B, CCDC56, EXOC7, GIT1, NTN3, HELZ, NOTUM,
ORC6L, UBTF, PNPLA2, STAT5B, NIP30, Cl6orf35, TMEM127, PNMT,
AP3S2, FAM174B, VPS39, KRT38, ROGDI, ZSCAN29, AVEN, HSBP1, SMG6,
SLC25A39, UNKL, LPO, PRM1, ATMIN, MYST1, CHP, TXNL4B, CMIP,
SPNS3, SUZ12, EXOSC6, STAT3, MTHFSD, TBCD
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Signifikante Expressionsmuster von Stro1™ und Stro1*®"
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Abbildung 7: Darstellung differentiell exprimierter Gene, die mit der Hartgewebebildung assoziiert sind.
Dreizehn Gene unterscheiden sich hochsignifikant in ihrer Expression in den Stro1™ und Stro1*®¢
(0,0001<FDR<0,04). Die absolute Hohe der Genexpression ist als logFC dargestellt. Die Gene mit positiven
logFC-Werten sind in den Stro1** gegeniiber den Stro1*®¥ heraufreguliert, wéhrend die negativen Werte
eine Herunterregulierung der Strol™® gegeniiber den Stro1*®X bzw. eine Heraufreguierung der Strol*®¢
anzeigen. In der unteren Abbildung sind die jeweiligen Mittelwerte mit den Standardabweichungen der ge-
messenen Intensitéten der Genexpressionen der drei Messreihen fir Stro1*“< und Stro1*®* aufgefiihrt.
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5 Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Ergebnisse zur differentiellen Genexpression in
Stro1*“¥ und Stro1*®* im Hinblick auf ihre biologische Relevanz hin darzustellen und zu
interpretieren. Dabei zeigte sich, dass es nach der Akquirierung der normalisierten
Microarray-Daten kein standardisiertes Protokoll zur Auswertung und Interpretation der
erhaltenen Datenflut gibt. Die VVorgehensweise hangt somit weitestgehend vom Untersu-
cher und seiner ,,Intuition* ab. Eine herausragende Bedeutung kommt dabei moderner Sta-
tistiksoftware zu, die es ermdglicht, die enormen Datenmengen aufzubereiten und nach

vorgegebenen Kriterien zu filtern.

5.1 Methode

Das Transkriptom bezeichnet das gesamte Repertoire aller transkribierten Gene und stellt
die Verknipfung zwischen der Information, die in der DNA codiert ist und der Auspra-
gung dieser Information im Phénotyp dar (Malone und Oliver 2011). Die GroRe des Tran-
skriptoms ist betrachtlich. Im menschlichen Korper wird die Anzahl von Zellen auf 10*
geschatzt. Jede Zelle weist etwa 300.000 RNA-Molekiile auf (Velculescu et al. 1999). Die
Entwicklung von Microarrays erméglicht durch die Quantifizierung der mRNA-Expression
eine weitlaufigere Erfassung des Transkriptoms, als es bisher mdglich war (Schena et al.
1995).

Eine Quantifizierung der mRNA-Expression kann mithilfe eines Microarrays flr zahlrei-
che Gene gleichzeitig durchgefiihrt werden. Das Funktionsprinzip der Microarrays beruht
auf einer Hybridisierung der zu untersuchenden fluoreszenz-markierten RNA oder DNA an
bekannte DNA-Sequenzen, die sich auf der Chip-Oberflache befinden. Mithilfe spezieller
Softwarepakete ist es moglich, die Daten zu ordnen und Ubersichtlicher zu gestalten, so
dass statistisch signifikant regulierte Gene identifiziert werden kénnen. Anschlielend kdn-
nen diese extrahierten Daten mithilfe weiterer bioinformatischer Programme und Annota-
tionsplattformen interpretiert werden.

Ziel der Datenanalyse war es, differentiell exprimierte Gene zwischen den Stro1*“ und
Stro1*®X ausfindig zu machen. Der absolute Expressionswert eines Gens allein ist dabei
wenig aussagekraftig. Bei der statistischen Auswertung der Fluoreszenz-Intensitaten der

Microarrays wird das Vielfache des 2er-Logarithmus (log2) zugrunde gelegt.
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Eine gute visuelle Représentation dieses fold-changes (logFC=log, Fold Change) wird so-
mit gewahrleistet (Quackenbush 2002), dabei bedeutet:

log2(¥4)= -2, log2(¥2)= -1, logz(1)= 0, log2(2)= 1, log»(4)=2

Dies ist notwendig und hilfreich, da verschiedene Gene sehr weitldufige Unterschiede in
ihrer Expression aufweisen. Der fold-change ermdglicht eine quantitative Beurteilung der
differentiellen Genexpression zwischen den beiden Zellpopulationen. Die False Discovery
Rate (FDR) wird als Prozentsatz der falsch signifikant bezeichneten Gene im Vergleich zu
den signifikant berechneten Genen definiert (Tusher et al. 2001). Yoav Benjamini und Yo-
si Hochberg beschrieben dieses statistische Verfahren 1995 (Benjamini et al. 2001,
Benjamini und Hochberg 1995). Die FDR stellt dabei &hnlich der Bonferroni-Korrektur
einen korrigierten p-Wert nach multipler Testung dar und ist bei der statistischen Auswer-
tung von Genarrays ein gangiges Verfahren. Es ist moglich, den cut-off des p-Werts und
des logFC-Werts zu variieren. Dies hat Einfluss auf die Anzahl der Gene, die unter den
gewahlten Bedingungen als signifikant unterschiedlich exprimiert angesehen werden. Je
groRer der angepasste p-Wert und um so kleiner das Minimum des logFC-Werts gewahlt
werden, desto mehr Gene werden gelistet. Allerdings missen die entsprechenden Ergeb-
nisse als weniger aussagekréftig und reproduzierbar angesehen werden. Die (blichen
Schwellenwerte fur die cut-offs sollten nicht unterschritten werden. Werden ubliche cut-
offs fiir den p-Wert<0,02 und fiir | logFC| >2 angewandt, werden nur Gene betrachtet, die
sich stark unterscheiden. Allerdings hat ein solches Vorgehen nicht nur Vorteile. Auch
Gene, die geringfugigere Unterschiede aufweisen, kdnnen theoretisch eine hohe biologi-
sche Relevanz aufweisen. Die Interpretation einer Microarray-Analyse kann somit mehr
als eine Antwort liefern und setzt teilweise ein intuitives VVorgehen der Forscher voraus
(Dalman et al. 2012).
Es kommt vor, dass ein Gen trotz signifikanten p-Werts einen verhaltnismaRig kleinen
logFC-Wert aufweist oder andersherum trotz hohen logFC-Werts einen nicht-signifikanten
p-Wert. Konfidenzintervalle fur den logFC wéren winschenswert. Die Anpassung der
Konfidenzintervalle wiirde auch die Beurteilung der Ergebnisse im Hinblick auf die biolo-
gische Relevanz vereinfachen (Jung et al. 2011).
Um bestmogliche und reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen, ist es notwendig, dass das
experimentelle Prozedere mittels Microarrays sowie die Auswertung der Ergebnisse zu-
kinftig weiter optimiert und standardisiert werden. Ein VVorschlag dazu ist die Verfassung
der Leitlinie Minimum Information About a Microarray Experiment (MIAME), die be-
schreibt, welche Informationen bei der Veroffentlichung eines Microarray-Experiments
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mindestens vorliegen sollten (Brazma et al. 2001). Diese beinhaltet sechs wesentliche
Punkte, die das Design des Experiments und der verwendeten Arrays, die zu untersuchende
Probe, das Hybridisierungsverfahren, die Messungen sowie die Normalisierungskontrolle
betreffen. In der vorliegenden Arbeit sind diese Forderungen im Wesentlichen erfullt und
sollten nachvollziehbar sein. Die Herstellung der Microarrays wurde vom Transkriptom-
analyselabor der UMG mittels etablierten und erprobten ,,Standard Operating Procedures*
(SOPs) durchgefuhrt.

Die DNA fir die Microarray-Analyse wurde aus Strol*-Zellen und deren Tochterzellen
aus Zellkulturen von Knochen- und pulpalem Zahnkeimgewebe gewonnen. Dementspre-
chend handelt es sich in beiden Fallen um eine monozelluldre Kultur und nicht um eine
Mischkultur. Die Ergebnisse beziehen sich entsprechend auf die Genexpressionen der spe-
ziellen Stro1*-Stammzellen und deren Tochterzellen.

Um eine Aussage treffen zu konnen, wie verlasslich der generierte Microarray-Datensatz
ist, hatten die ermittelten Expressionsdifferenzen fir ausgewahlte Gene mittels einer unab-
hangigen anderen Methodik, wie beispielsweise Northern Blot oder RT-PCR, bestatigt
werden kénnen. Da von jeder Probe drei Messungen vorgenommen wurden, deren Stan-
dardabweichung sehr gering war, wurde auf eine zusatzliche Validierung der Ergebnisse
mit anderen Mitteln verzichtet.

Interessant wéren weiterfuhrende proteinbiochemische Experimente. Das Proteom be-
zeichnet alle Proteine, die zu einem bestimmten Zeitpunkt und unter definierten Bedingun-
gen vorliegen. Dabei handelt es sich um ein dynamisches System, das von Auf- und Abbau
gekennzeichnet ist. Diverse Regulationsmechanismen sind darin involviert. Ob und inwie-
fern eine eindeutige Korrelation zwischen den nachgewiesenen exprimierten Genen und
den tatsachlich vorliegenden Genprodukten, den Proteinen, vorliegt, kdnnte mittels weiter-
fuhrender Untersuchungen der Proben, beispielsweise durch eine massenspektrometrische
Analyse, erforscht werden. Auch besteht die Mdglichkeit, dass posttranslationale Modifi-
kationen der Proteine eine wichtige Rolle spielen. Ein Profiling des Proteoms dentaler
mesenchymaler Stammzellen ist ebenfalls notwendig, um ein zukilinftiges stammzellbasier-

tes tissue engineering zu ermdglichen (Mrozik et al. 2010).
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5.2 Ergebnisse

Die Zahnpulpa rickte durch die Entdeckung der dental pulp stem cells (DPSCs) in den
wissenschaftlichen Fokus (Gronthos et al. 2002, Gronthos et al. 2000). Durch ihre stamm-
zellahnlichen Eigenschaften wie Klonogenitat, hohe Proliferationsrate, Selbsterneuerungs-
vermogen und Differenzierungspotenzial stellen sie eine vielversprechende Quelle mesen-
chymaler Stammzellen dar, die auch Anwendung in der Gewebsregeneration finden konn-
ten (Bianco und Gehron Robey 2000, Shi et al. 2001). In der vorliegenden Untersuchung
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sollte versucht werden, die Stro1™" mithilfe von Genanalysen naher zu charakterisieren,

um einen Einsatz dieses Zelltypus in der regenerativen Medizin gezielter zu ermdglichen.

Die biologische Interpretation der Ergebnisse einer Microrarray-Datenanalyse stellt oft-
mals eine Herausforderung dar. Bei ndherer Betrachtung der differentiell exprimierten Ge-
ne ist es wenig sinnvoll, sich auf einzelne Gene zu fokussieren. Durch die Einordnung dif-
ferentiell exprimierter Gene in Stoffwechsel- und Signalwege kdnnen die Effekte der Gen-
expression auf zelluldre Funktionen zwar verdeutlicht werden, die Ergebnisse sollten aber
in ihrer Gesamtheit in Zusammenhang mit der Funktionsweise des zelluldaren Netzwerks

gesehen und interpretiert werden.

5.2.1 Heraufregulierte Gene in Stro1*“* und Stro1*®¢

Der erste Schritt, sich der biologischen Interpretation der erhobenen Daten anzunéhern,
war es, in beiden Zellpopulationen eine Sortierung nach hdchst signifikant differentiell und
der Intensitdt nach hochst exprimierten Genen vorzunehmen. Dadurch sollte ein erster
Uberblick gewonnen werden.

Die Zusammenfassung der nach Intensitat hochst exprimierten Gene hat vor allem deskrip-
tiven Charakter. Im Rahmen weiterer Experimente kdnnten diese Ergebnisse gegebenen-
falls von Bedeutung sein und validiert werden. Anhand der einzelnen Gene, die in den Ta-
bellen 2 und 3 aufgefiihrt sind, biologische Zusammenhénge zu erkennen, ist schwierig.
Exemplarisch sollen hier einige Gene diskutiert werden, die wichtige Funktionen im Kno-
chen oder Zahn erfillen.

In den Stro1*“¥ ist das Gen Barx1 Homeobox 1 (BARX1) hoch exprimiert. In Versuchen
mit Mé&usen konnte gezeigt werden, dass BARX1 mal3geblich an der Form- und Strukturge-
bung von Z&hnen beteiligt ist. BARX1 kommt dabei nur wéhrend der Entwicklung im
Mesenchym von Molaren vor (Tucker et al. 1998). Eine verminderte BARX1 Expression

geht mit einer Inhibition der Entwicklung von Molaren einher (Mitsiadis et al. 2003). Ein
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Knock-down der BARX1 Expression im mesenchymalen Gewebe von Molaren fiihrt zu
einer Stagnation der Zahnentwicklung im Knospenstadium (Song et al. 2006). BARX1
kdnnte als Marker fir mesenchymale Zellen menschlicher Molaren dienen. In einer
Microarray-Analyse mesenchymalen Gewebes embryonaler Molaren-Zahnkeime wurde
ebenfalls eine erhdhte BARX1 Expression festgestellt (Huang et al. 2014).

Das Gen S100 calcium binding protein A4 (S100A4) ist ebenfalls in den Stro1*** hoch
exprimiert. Dieses Gen codiert Kalzium-bindende Proteine, die in Prozessen des Zellzyk-
lus, der Zelldifferenzierung und Zellstoffwechsel eingebunden sind (Schafer und
Heizmann 1996). In einer weiteren Studie wurde das von S100A4 codierte Protein als fib-
roblasten-spezifisch beschrieben. Eine hohe Genexpression von S100A4 konnte in perio-
dontalem, mesenchymalem Gewebe wahrend der Zahnentwicklung nachgewiesen werden
(Strutz et al. 1995). Auch in pulpalem Gewebe konnte S100A4 bereits nachgewiesen wer-
den. Vor allem wurde eine erhthte Expression in einem fortgeschrittenem Entwicklungs-
stadium registriert. S100A4 scheint in der Entwicklung des pulpalen Gewebes eine wichti-
ge Rolle zu spielen (Duarte et al. 1998).

In den Stro1*®¥ konnte im Vergleich zu den Stro1*%¢

eine hohe Expression des Gens Insu-
lin-like growth factor-binding protein 1 (IGFBP-2) nachgewiesen werden. Das Protein
IGFBP-2 stimuliert die Differenzierung von Osteoblasten. Dieser Effekt wird Uber eine
Interaktion von RPTPB mit der Heparin-Bindungsdoméne 1 erzielt. Die Stimulation der
Differenzierung von Osteoblasten durch IGFBP-2 reguliert die Anreicherung einer ge-
wohnlichen Knochenmasse in Mausen (Xi et al. 2014). Bei Analysen der Genexpression
von sich differenzierenden Osteoblasten zeigte IGFBP-2 eine besonders hohe Expression
(Kawase et al. 2009). In weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass IGFBP-2 ein wich-
tiger Regulator der Osteoklastogenese ist. Sowohl die Heparin- als auch die IGF-
Bindungsdomane sind fir die Bildung funktionsfahiger und vollstandig differenzierter Os-
teoklasten notwendig (DeMambro et al. 2012). IGFBP-2 ” Mause zeigten eine geringere
Knochenmasse, reduzierten Knochenumsatz und erhéhte Knochenbrichigkeit. Auch die
Anzahl von Osteoblasten und Osteoklasten war bei diesen Méausen vermindert. Physiologi-
sche Konzentrationen von IGFBP-2 scheinen flr die Ausbildung von Knochen unabding-
bar (DeMambro et al. 2008).

Die Expression des Gens Chitinase-3-like protein 1 (CHI3L1) war in den Stro1*®¥ ver-
gleichsweise erhoht. Dieses Gen codiert die Chitinase CHI3L1. Chitinasen kénnen von
aktivierten Makrophagen sezerniert werden und spielen bei chronisch, entziindlichen Er-

krankungen wie rheumatoider Arthritis oder Osteoporose eine wichtige Rolle. Die biologi-
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sche Funktionsweise der Chitinasen bezlglich der Knochenresorption ist bisher unzu-
reichend geklart. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von CHI3L1 wéhrend der
Differenzierung von Osteoklasten signifikant erhoht ist. Eine Stilllegung des Gens flihrte
zu einer signifikanten Abnahme der Knochenresorption. CHI3L1 scheint auch an der Funk-
tion von Osteoklasten beteiligt zu sein und ist im Verdau von Knochenmatrix durch Matrix
metallopeptidase 9 (MMP9) involviert (Di Rosa et al. 20144, Di Rosa et al. 2014b).

Ein weiteres Gen, das in Stro1*BK

eine erhohte Expression aufweist, ist Chemokine like
receptor 1 (CMKLR1). Knochenmarkstammzellen sind multipotent. Aus diesen kénnen
auch Adipozyten reifen, die nicht direkt mit dem Remodeling des Knochens in Verbindung
stehen, aber (ber die Sezernierung bioaktiver Signalmolekiile dieses beeinflussen kénnen.
In einer Studie konnte gezeigt werden, dass Chemerin und der Chemokine-like Receptor 1
auf die Differenzierung von Osteoblasten und Adipozyten wirken. Ein Knock-down von
Chemerin oder CMKLR1 fuihrte zum Abbruch der Differenzierung von Adipozyten, ihrer
klonalen Expansion und basalen Proliferation. Dafiir war die Expression osteoblastischer
Marker vermehrt erkennbar. Es wird angenommen, dass Chemerin und CMKLR1 an einem
Signalweg beteiligt sind, der eine modulierende Funktion auf die Knochenmasse besitzt
(Muruganandan et al. 2010).

In Abbildung 3 sind die Gene mit den niedrigsten FDR-Werten in einer Heatmap darge-
stellt. Innerhalb beider Stammzellpopulationen zeigen sich fiir jedes Gen in den drei Mess-
reihen normalisierte Expressionswerte, die nur geringfligig voneinander abweichen. Gene,
die hochst signifikante Unterschiede in ihrer Expression aufweisen, sind jeweils in einer

Stammzellpopulation stark heraufreguliert.

5.2.2 Uberreprasentierte Gene Ontology-Klassifizierungen

Im folgenden Schritt der Dateninterpretation wurden jeweils fur beide Zellpopulationen
Genlisten erstellt, die Gene beinhalten, die sich in ihrer Expression hochst signifikant un-
terscheiden und eine hohe Expression per se aufweisen. Um mdégliche biologische Zusam-
menhange zu erkennen, wurde das Programm DAVID herangezogen. Anhand der zu un-
tersuchenden Genlisten assoziiert DAVID funktionelle Zusammenhénge und identifiziert
Uberreprasentierte Terme typischer Stoffwechselwege oder Funktionseinheiten. Dabei
werden die Haufigkeiten der Annotationen mit einer Hintergrundsmenge, in diesem Falle
dem menschlichen Genom, verglichen (Huang da et al. 2009). Dadurch kénnen mdégliche
biologische Zusammenhange erkannt und interpretiert werden. Grundlage dafir liefert das
Gene Ontology (GO) Projekt (Ashburner et al. 2000). Gene und Genprodukte werden da-
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bei mit einem einheitlichen VVokabular versehen und Kategorien zugeordnet. Die Ontologie
umfasst drei molekularbiologische Hauptbereiche:
e Molekulare Funktion: Diese GO-Kategorie beinhaltet Aktivitaten, die sich auf mo-
lekularer Ebene abspielen.
e Biologischer Prozess: Hier wird eine Reihe von Ereignissen beschrieben, die durch
eine oder mehrere molekulare Funktionen herbeigefiihrt werden.
e Zellulare Komponenten: Die untersuchten Gene und ihre Genprodukte werden in-

tra- und extrazellularen Strukturen zugeteilt.

Bei naherer Betrachtung der biologischen Prozesse (BP) fallt auf, dass in den Stro1**" vor
allem GO-Termini Uberreprasentiert sind, die zellulare Regulationsmechanismen beschrei-
ben (Siehe Tabelle 4). Die biologischen Prozesse sind dabei grofteils basalen Zellfunktio-
nen zuzuordnen, wie dem Zell-zu-Zell-Signaling, der Proliferationsregulation, der Unter-
driickung der Apoptose und der Organisation des Zytoskeletts. Der GO-Term odontogene-
sis/ odontogenesis of dentine-containing tooth ist mit etwas geringerer Signifikanz als die
zuvor genannten GO-Termini vertreten (Siehe Tabelle 5). Dies bestétigt zum einen die
Gute der Messung, da es sich um die Probe der Zahnkeimstammzellen handelt. Zum ande-
ren lasst diese Tatsache die Vermutung zu, dass in den Stro1*#" vor allem basale Zellfunk-
tionen zunéchst von groRerer Relevanz sind. Diese Zellen scheinen anfangs weniger stark
spezialisiert zu sein und kdnnten mdglicherweise ein breiteres Stammzellpotenzial besit-
zen. In weiteren Studien mit Zahnkeimstammzellen pulpalen Ursprungs wurde nachgewie-
sen, dass diese eine hohere Proliferationsrate und mitotische Aktivitat als Knochenmark-
stammzellen besitzen (Alge et al. 2010, Tamaki et al. 2013).

Dem GO-Term odontogenesis/odontogenesis of dentine-containing tooth sind anhand der
vorliegenden Messungen an Stro1*#¢
um Distal-less Homeobox 1 (DLX1), Syndecan 1 (SDC1), Lymphoid enhancer-binding
factor 1 (LEF1) und Integrin alpha 6 (ITGA6). DLX1 und LEF1 spielen eine wichtige Rol-

le in der Zahnentwicklung. Mutationen in diesen Genen kénnen zu hypoplastischen Veréan-

vier Gene zugeordnet worden. Dabei handelt es sich

derungen der Zahne oder Oligodontien fiihren (De Coster et al. 2009, van Genderen et al.
1994). LEF1 ist am Whnt-Signalweg beteiligt und konnte sowohl in mesenchymalem Ge-
webe von Zahnkeimen als auch im angrenzenden epithelialen Gewebe nachgewiesen wer-
den (Sasaki et al. 2005). BMP4 ist dabei fir die Expression von LEF1 im Mesenchym ver-
antwortlich (Kratochwil et al. 1996). SDC1 wird vorwiegend in den Teilen von Zahnkei-
men exprimiert, die eine hohe Proliferationsrate aufweisen. Abhdngig vom Entwicklungs-

stadium des Zahnkeims variiert die Funktionsweise des entsprechenden Proteins. In friihen
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Entwicklungsstadien stehen Zellkondensation und Wachstumskontrolle im Vordergrund.
In spateren Stadien partizipiert das Protein an der Schmelz- und Dentinbildung (Muto et al.
2007, Vainio et al. 1991, Vainio und Thesleff 1992). Integrine sind Oberflachenrezeptoren
fur Komponenten der extrazellularen Matrix. Es konnte nachgewiesen werden, dass ITGA6
im Rahmen der Zahnentwicklung exprimiert wird (Salmivirta et al. 1996). Integrine, die
eine a6-Untereinheit aufweisen, agieren meist als Rezeptoren fir Laminine (Sonnenberg et
al. 1990). Frahere Untersuchungen haben gezeigt, dass Interaktionen von Zellen und extra-
zellularer Matrix fur die Zahnentwicklung von Bedeutung sind (Lesot und Brook 2009).

1*BX gine

Die Analyse der GO-Termini bezlglich biologischer Prozesse ergab in den Stro
hochsignifikante Uberreprasentation von Termini, die mit der Entwicklung und Morpho-
genese des Skeletts in Verbindung stehen (Siehe Tabelle 6). Die Organisation der extrazel-
luldren Matrix und Zell-Adhésion sind ebenfalls von hoher Relevanz.

Der GO-Term skeletal system development beinhaltet eine Vielzahl von Hox-Genen. In
einer Studie, in der Hox-Signaturen mesenchymaler Stammzellen verschiedenen Ur-
sprungs unter anderem aus dem Knochenmark und der Zahnpulpa untersucht wurden, wur-
de nachgewiesen, dass in den Knochenmarkstammzellen weitaus mehr Hox-Gene mit ho-
her Intensitat exprimiert werden (Picchi et al. 2013).

*2K als auch in

Unter der GO-Kategorie molekulare Funktionen sind sowohl in den Strol
den Stro1*®X die GO-Termini calcium ion binding, growth factor activity und transcription
factor activity gelistet (Siehe Tabelle 7 und 8). Am calcium ion binding sind in den Zellpo-
pulationen unter anderem unterschiedliche Integrine und Cadherine beteiligt (Siehe Tabelle
9). In den Stro1*“* handelt es sich dabei um Cadherin 6 (CDH6) und die Integrine 2 und
ob (ITGA2, ITGAG) sowie die Matrix-Metalloprotease 3 (MMP3). Auch das Gen S100A4
ist gelistet, welches bereits im Kapitel 5.2.1 unter den héchst exprimierten Genen in den
Stro1*# in seiner Funktion erlautert wurde. ITGA6 wurde bereits in seiner Funktion unter
dem GO-Term odontogenesis diskutiert. In einer Studie wurde nachgewiesen, dass ITGA2
an der Differenzierung von induzierten pluripotenten Stammzellen zu Odontoblasten &hn-
lichen Zellen beteiligt ist. Dabei konnte auch gezeigt werden, dass Antikdrper und SiRNAs
gegen ITGA2 die Expression von Dentin-Sialophosphoprotein und Dentin-Matrixprotein-1
herabsetzten. Zusétzlich waren die Aktivitat von alkalischer Phosphatase und die Kalzifi-
zierung vermindert (Ozeki et al. 2013).

Cadherine sind in der Zellmembran befindliche Glykoproteine, die eine homophile Zellad-
hésion vermitteln und eine wichtige Rolle in der Zelldifferenzierung und Morphogenese

spielen. Die Zahnentwicklung ist ein hochentwickelter Prozess, der von Interaktionen des
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epithelialem und mesenchymalem Gewebe gepréagt wird (Thesleff 2003). Cadherine besit-
zen wichtige Funktionen bei der epithelial-mesenchymalen Transition (EMT). Dabei wer-
den Epithelzellen zu Zellen mit mesenchymalen Eigenschaften. Die EMT wird durch eine
Abnahme der epithelialen Zelladhdsion gekennzeichnet. Haufig kommt es dabei zu einer
Verénderung der Expressionsmuster unterschiedlicher Cadherine. Neuralleistenzellen, die
sich wahrend der Entwicklung in einer EMT befinden, zeigen eine verminderte Expression
von N-Cadherin und erhthte Expression von CDH6. Es konnte gezeigt werden, dass
CDH6 die Zellmotilitat wéahrend der EMT beeinflusst (Clay und Halloran 2014). Da auch
Zellen, die der Neuralleiste entspringen, an der Entwicklung von Z&hnen beteiligt sind,
kdnnte CDH6 in der Zahnentwicklung mdglicherweise eine dhnliche Rolle spielen. Ein
Polymorphismus von MMP3 wurde bereits im Zusammenhang mit Lippen- und Lippenkie-
fergaumenspalten beschrieben (Letra et al. 2007). Genetische Veranderungen von MMPs
konnten auch dentale Fehlbildungen bedingen, da sie wichtige Aufgaben in der Embryo-
nalentwicklung tibernehmen (Kuchler et al. 2011). In einem Fallbericht konnte nachgewie-
sen werden, dass bei einem Kind mit diversen Nichtanlagen von Pramolaren und Molaren
ein Polymorphismus von MMP3 und BMP vorlag (Coelho Neto et al. 2014). MMP3
scheint fir die Zahnentwicklung, vor allem im Molarenbereich, unabdingbar zu sein.

Der GO-Term transcription factor activity weist bei den Stro1** und den Stro1*® einige
unterschiedliche Hox-Gene auf (Siehe Tabelle 10). In einer Studie wurde nachgewiesen,
dass humane mesenchymale Stammzellen, die aus verschiedenen Kdrperregionen gewon-
nen wurden, trotz eines ahnlichen Immunophanotyps durch spezifische Hox-Codierungen
charakterisiert werden (Picchi et al. 2013). Darauf soll im nachsten Kapitel 5.2.3 néher

eingegangen werden.

5.2.3 Expression von Homeobox-Genen

Bei der Auswertung Uberrepréasentierter GO-Klassifizierungen dieser Studie féllt auf, dass
in unterschiedlichen Kategorien eine Vielzahl an Hox-Genen gelistet ist, die in den pulpa-
len Zahnkeimstammzellen und Knochenmarkstammzellen signifikant unterschiedlich ex-
primiert sind. Den Ergebnissen nach zu urteilen scheinen fir die Entwicklung von Zahn
und Knochen verschiedene Hox-Gene von Bedeutung zu sein. Hox-Gene erflllen sehr
wahrscheinlich in beiden Zelltypen unabdingbare Funktionen (Siehe Tabelle 11 und 12).

Die Genfamilie der Hox-Gene wurde urspringlich bei dem Modellorganismus Drosophila
melanogaster entdeckt. Dort konnte gezeigt werden, dass Mutationen innerhalb dieser Ge-

ne zu einer partiellen oder auch kompletten Umwandlung von Organstrukturen oder Kor-
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persegmenten fiihren kénnen (Purves et al. 2006).

Im menschlichen Genom gibt es etwa 235 funktionelle Hox-Gene. Sie sind auf jedem
menschlichen Chromosom zu finden und liegen meist in Clustern vor, die mit den Buch-
staben A bis D benannt werden. Eine weitere Unterteilung erfolgt anhand von Zahlen. Bei-
spielsweise spielen HOXC10, HOXC13 und HOXD3 bei der Morphogenese anatomischer
Strukturen eine wichtige Rolle. HOXB1 und HOXB8 hingegen sind an der Morphogenese
von Korpersegmenten beteiligt. Hox-Gene besitzen regulative Funktionen. Sie codieren
Transkriptionsfaktoren, die wichtige Aufgaben in der Morphogenese besitzen und eine
Kaskade funktionell zusammenh&ngender Gene in ihrer Expression beeinflussen. Die
Transkriptionsfaktoren konnen auch direkt auf bestimmte Effektorgene wirken, die die
Entwicklung und Ausbildung von Geweben, Strukturen oder Organen steuern. Sie kénnen
daher auch als ,,Bauplan-Gene* angesehen werden. Bei zahlreichen Sdugetieren entspricht
die Abfolge der Hox-Gene auf den Chromosomen der Abfolge ihrer Expression entlang
der kranio-kaudalen Korperachse. Dies wird als Colinearitat bezeichnet (Carroll 1995,
Mark et al. 1997). Innerhalb des Embryonalgewebes ergibt sich eine Segmentierung. Die
dort befindlichen Zellen erhalten somit eine Lageinformation ber ihre Position im Emb-
ryo. Je nach Lage kommt es zur Teilung, Differenzierung, Migration oder Apoptose der
Zellen. Mithilfe der Hox-Gene erhdlt der Organismus einen Bauplan fiir die verschiedenen
Kdorperregionen (Pearson et al. 2005).

Hox-Gene weisen sogenannte Homdoboxen auf, die charakteristische Basensequenzen
beinhalten und Hombodomanen codieren. Dabei handelt es sich um Proteindomanen, die
mit der DNA interagieren. Die Funktion und DNA-Spezifitdt der Hox-Proteine ist auch
von Interaktionen mit anderen DNA-bindenden Proteinen, die als Co-Faktoren wirken,
abhangig. Dazu zdhlen auch Homdodoménen, die zur Three-amino-acid-loop-extension
class (Tale) gehoren (Moens und Selleri 2006). Tale-Proteine beeinflussen die Expression
der Hox-Gene sowohl auf transkriptionaler als auch translationaler Ebene (Villaescusa et
al. 2009). Bei nahezu allen Tierarten lasst sich eine sehr ahnliche Basensequenz der Ho-
mdoboxen erkennen. Es wird vermutet, dass diese in der Evolutionsgeschichte konserviert
wurde (Gehring und Hiromi 1986, McGinnis und Krumlauf 1992). Mutationen in diesen

Bereichen haben in der Regel letale Folgen.
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Abbildung 8: Colineare Expressionsmuster der Hox-Gene. Schematisch dargestellt sind die homdotischen
Gencluster bei Drosophila und Homo sapiens modifiziert nach Mark et al. 1997. Der hypothetische ,,Ahnen-
Cluster* zeigt einen moglichen phylogenetischen Zusammenhang zwischen den Lebewesen.

Stammzellpopulationen verschiedenen Ursprungs zeigen trotz ahnlichen Immunophéno-
typs individuelle Hox- und Tale- Signaturen ebenso wie ein unterschiedliches Wachstums-
und Differenzierungsvermdgen. Die Expression spezifischer Hox-Gene und das Stamm-
zellpotenzial von Zellen scheint zusammenzuhéngen (Picchi et al. 2013). Das Hox-Profil
variiert dabei in der Anzahl und Art der Gene, die unterschiedlich exprimiert werden
(Chang et al. 2002).

Hox-Gene konnen auch in adulten Zellen verschiedener Gewebe wie Blut, Muskel, Fett
oder Knochen exprimiert werden (Dutta et al. 2010, Magli et al. 1997, Morgan 2006,
Takahashi et al. 2004, Yamamoto et al. 2003). Sie scheinen eine entscheidende Rolle in der
Differenzierung adulter Zellen zu spielen (Morgan 2006, Wang et al. 2009).

Den Ergebnissen der vorliegenden Messung ist zu entnehmen, dass die Mehrheit der Hox-

+BK

Gene in den Stro1*®¢ im Vergleich zu den Stro1*" heraufreguliert ist. Dies liegt nahe,
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wenn man bedenkt, dass die Hox-Gene den Bauplan des Kdrpers codieren (Wellik 2009).

Dennoch scheinen einige Hox-Gene in den Stro1*"

unabdingbare Funktionen zu erfullen.
Es ist bekannt, dass Mutationen in den Genen Msh homeobox 1 (MSX1) und Paired box
gene 9 (PAX9) mit der Aplasie von Zahnen einhergehen kdnnen. Viele dieser Mutationen
sind in der paired box domain von PAX9 und der homeodomain von MSX1 lokalisiert. Die
Mutationen variieren dabei von ,,missense‘“-Mutationen, bei denen nur eine Aminosaure
verdandert ist bis hin zu ,,nonsense*“-Mutationen, bei denen die verdnderte DNA-Sequenz
einen Stopp fiir die Translation erzeugt. Dies fiihrt zu verkirzten Proteinen (Jumlongras et
al. 2001, Liang et al. 2012, Stockton et al. 2000, van den Boogaard et al. 2000, Vastardis et
al. 1996).

Es konnte nachgewiesen werden, dass Mutationen in MSX1 zur verringerten Expression
weiterer Gene, wie BMP4, FGF3, LEF1, DLX2 und SDC1, fuhrt (Bei und Maas 1998,
Chen et al. 1996, Zhang et al. 1999). Die fehlerhafte Funktion des PAX9-Gens bewirkt eine
geringere Expression von BMP4, MSX1 und LEF1 (Peters et al. 1998). Die Gene MSX1
und PAX9 sind in den Stro1*#" heraufreguliert und unterscheiden sich signifikant in ihrer
Expression von der in den Stro1*®¥.

Auch weitere Transkriptions- und Wachstumsfaktoren beeinflussen die Zahnentwicklung
maligeblich. Dazu z&hlen unter anderem auch MSX2, DLX1 und DLX2, die sich in der vor-
liegenden Versuchsreihe zwischen den beiden Zellpopulationen signifikant unterscheiden
und ebenfalls in den Stro1*#" heraufreguliert sind. Mutationen dieser Gene kénnen Fehl-

bildungen der Zahne, wie Hypoplasien oder Oligodontien, fihren (De Coster et al. 2009).

Interessant ist, dass Paired-like homeodomain transcription factor 2 (PITX2), ein Marker
fur den Beginn der Zahnentwicklung, in den Stro1*®¥ heraufreguliert ist. In Versuchen mit
PITX2-defizienten Méusen konnte gezeigt werden, dass die Zahnentwicklung im Knos-
penstadium stagniert. PITX2 spielt auch eine Rolle in der skelettalen Entwicklung, vor al-
lem der Extremitaten (Hjalt et al. 2000, Holmberg et al. 2008). Dies lasst die Vermutung
zu, dass PITX2 vorwiegend in friihen Stadien der Zahnentwicklung von Bedeutung ist.

In den Stro1*#* sind im Vergleich zu den Stro1*®*

in der vorliegenden Messung deutlich
weniger Hox-Gene heraufreguliert, die signifikante Unterschiede in ihrer Expression auf-
weisen. Dies bestétigt friihere Ergebnisse und steht im Einklang mit der Tatsache, dass
DPSCs neuroektodermalen Ursprungs sind (Couly et al. 2002, D'Anto et al. 2006). Es ist
bekannt, dass Neuralleistenzellen Hox-negativ sind (Couly et al. 2002). Die spezifischen

Hox-Signaturen, die mesenchymale Stammzellen unterschiedlicher Herkunft exprimieren,
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reflektieren ihren embryologischen Ursprung und weisen ihnen eine positionelle Identitat
zu. Sie spielen daher eine wichtige Rolle in der Entwicklung spezifischer Strukturen. Die
Hox-Signaturen scheinen in die Regulation adulter mesenchymaler Stammzellen einge-
bunden zu sein (Lappin et al. 2006, Picchi et al. 2013, Wang et al. 2009), was hier bestatigt

werden kann.

5.2.4 Ingenuity Pathway-Analyse

Ein weiteres Programm, das hiufig zur Dateninterpretation herangezogen wird, ist ,,Inge-
nuity. Im folgenden Abschnitt soll die durchgefiihrte Pathway-Analyse diskutiert werden
(Siehe Tabelle 13). Ziel ist dabei herauszufinden, ob Gemeinsamkeiten mit der Analyse
durch DAVID vorliegen oder auch neue zusétzliche Erkenntnisse in der Funktionsweise

+ZK

des Zelltyps Stro1™" gewonnen werden kénnen.

Dem Pathway inhibiton of matrix metalloproteases sind den Stro1**" die Gene SDC1 und
MMP3 zugeordnet. SDC1 wurde bereits in Kapitel 5.2.2 unter dem GO-Term odontogene-
sis, das Gen MMP3 im gleichen Kapitel unter dem GO-Term calcium ion binding be-
schrieben.

Beziiglich des integrin signaling zeigen die Gene ITGA2 und ITGA6, die unter dem GO-
Term calcium ion binding in ihrer Funktion erldutert wurden, sowie die Gene Rho family
GTPase 3 (RND3) und Actin, gamma 2, smooth muscle, enteric (ACTG2) eine erhfhte Ex-
pression in den Stro1*“¥. Fiir die zuletzt genannten Gene wurden bisher keine Zusammen-
hange mit dentalen Geweben und ihrer Entwicklung beschrieben.

In den Stro1*®X sind beim notch signaling die Gene Hes family BHLH transcription factor
1 (HES1) und LFNG O-fucosylpeptide 3-beta-N-acetylglucosaminyltransferase (LFNG)

+ZK

heraufreguliert. In den Stro1™" sind keine Gene, die sich in ihrer Expression signifikant

von der in den Stro1™®K

unterscheiden, heraufreguliert, die am notch signaling beteiligt
sind. In einer Studie konnte nachgewiesen werden, dass notch signaling, angeregt durch
eine erhohte Expression des Notch Ligands Jagged-1, die Differenzierung von Odontoblas-
ten in DPSCs inhibieren konnte. Den gleichen Effekt erzielte eine verstarkte Expression
der Notch 1 intaracellular domain (Zhang et al. 2008). Eine andere Studie kommt zu dem
Ergebnis, dass eine erhohte Expression des Notch Ligands Delta 1 zu einer starkeren
proliferativen Aktivitat von DPSCs fuhrt und einen Einfluss auf die Differenzierung der
Zellen ausubt (He et al. 2009). Die Differenzierung von Odontoblasten und Osteoblasten,
die Kalzifizierung der Zahnhartgewebe, die Formgebung der Z&hne und Entwicklung der

Zahnwurzeln wird durch das notch signaling reguliert (Cai et al. 2011). Entsprechend
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scheint das notch signaling eine wichtige Rolle in der Zahn- und Knochenentwicklung zu
spielen.

Das IL-17 signaling betreffend sind in den Stro1*** die Gene Chemokine (C-X-C motif)
ligand 1 (CXCL1) und MMP3, welches bereits unter dem pathway inhibition of matrix me-
talloproteases gelistet war, hoher exprimiert. CXCL1 konnte auch in Odontoblasten nach-
gewiesen werden, die zu einer Immunreaktion durch eine kariose Lasion oder Stimulierung
durch andere Pathogene angeregt wurden (Farges et al. 2009).

Beziiglich des BMP signaling pathways ist in den Stro1*“ das Gen Gremlin 1 (GREM1)
hoher exprimiert. GREM1 wirkt als Antagonist auf BMP2, 4 und 7(Gazzerro et al. 2005).
In einer Studie mit transgenen Ma&usen, die eine verstarkte Expression von GREM1 auf-
wiesen, zeigte sich eine histologische Verénderung der Zahne. Die Z&hne hatten vergroRer-
te Pulpenkammern und dinnere Schichten von Dentin und Schmelz. In-vitro-Versuche
lassen die Vermutung zu, dass GREML1 eine BMP-4 vermittelte Induktion von DSPP ver-
hindert (Nagatomo et al. 2008). Geregelte Interaktionen zwischen Agonisten und Antago-
nisten des BMP signalings sind fr die konforme Entwicklung von Zéhnen wichtig.

Das Gen Serpin Peptidase Inhibitor, Clade E (Nexin, Plasminogen Activator Inhibitor Ty-
pe 1), Member 1 (SERPINE1), das dem Pathway TGF-£ signaling zugeordnet ist, zeigt in
den Stro1*“* einen héhere Expression. Das TGF-2 Signaling ist in verschiedenen Stadien

der Zahnentwicklung von Bedeutung (Jernvall und Thesleff 2000).

5.2.5 Differentiell exprimierte Gene der Hartgewebebildung

Im Folgenden soll die gezielte Analyse von Stoffwechselwegen diskutiert werden, die mit
der Existenz und Entwicklung von Knochen- und Zahngewebe in Verbindung steht (Siehe
Tabelle 14). Dabei weisen dreizehn Gene, die mit der Hartgewebebildung assoziiert sind,
in ihrer Expression hochsignifikante Unterschiede zwischen den Stro1*“ und den Stro1*®¢

auf. VVon diesen dreizehn sich signifikant unterscheidenden Genen sind in den Stro1*“< im

Vergleich zu den Stro1*®*

vor allem Gene mit einer hoheren Intensitat exprimiert, die in
Vorgange des Zellzyklus eingebunden sind, wie Origin recognition complex subunit 6
(ORC6L), SMAD specific E3 ubiquitin protein ligase 2 (SMURF2), Serine/threonine-
protein phosphatase 4 catalytic subunit (PPP4C), Cancer susceptibility candidate 5
(CASC5) und Ubiquitin specific peptidase 10 (USP10). Weitere Gene, die in den Stro1*¥
mit hoherer Expression nachweisbar sind, sind Unconventional myosin-XIX (MYO19), ein-
gebunden in den Energiestoffwechsel der Zelle durch Unterstlitzung der Beweglichkeit der

Mitochondrien und Proteasome subunit beta type-3 (PSMB3), das am Proteinabbau betei-
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ligt ist. Die Gene Hematological and neurological expressed 1 (HN1) und Transmembrane
protein 170A (TMEM170A) zeigen ebenfalls eine hdhere Expression in den Stro1*#*. lhre
Funktion ist bisher noch nicht ausreichend erforscht und beschrieben. In den Stro1*®¢ wei-
sen vier der dreizehn sich signifikant unterscheidenden Gene eine vergleichsweise h6here
Intensitat der Expression auf. Dabei handelt es sich um Vitamin K epoxide reductase com-
plex subunit 1 (VKORC1), welches eine wichtige Rolle im Vitamin K-Stoffwechsel und
der Knochenmineralisation spielt, Peripheral myelin protein 22 (PMP22), das an der
Wachstumsregulation und Myelinisierung des peripheren Nervensystems beteiligt ist sowie
Peroxisomal 2,4-dienoyl-CoA reductase (DECR2), das wichtige Aufgaben in -Oxidation
ubernimmt. Keratin 34 (KRT34), das vor allem in Haarfollikeln exprimiert wird, ist eben-
falls in den Stro1*®* hoher exprimiert. Zusammenfassend ist zu sagen, dass in den Stro1*“¥
viele Gene hoher exprimiert sind, die in den Zellzyklus oder Energiestoffwechsel einge-

+ZK

bunden sind. Dies lasst die Vermutung zu, dass die Strol™" eine héhere Proliferationsrate

und mitotische Aktivitit aufweisen konnten, als dies bei den Stro1*BX der Fall ist.

Origin recognition complex subunit 6 (ORC6L)

Die Expression des Gens Origin recognition complex subunit 6 (ORC6L) zeigt einen signi-
fikanten Unterschied zwischen Stro1*“< und Stro1*®. In den Stro1*%" liegt eine hohere
Expression vor. Das Gen ORC6L, beim Homo sapiens lokalisiert auf Chromosom 16, co-
diert ein Protein, das in diverse zelluldare Aktivitdten eingebunden ist, wie DNA-
Replikation, Transkriptionskontrolle, Heterochromatinorganisation und Centromer-
Telomerfunktionen. ORCG6L ist Bestandteil des Origin-Erkennungskomplex, der in einer
ATP abhéngigen Reaktion an den Replikationsursprung bindet und notwendig flr die Initi-
ierung der DNA-Replikation im gesamten Genom ist (Bell und Stillman 1992). Der Ori-
gin-Erkennungskomplex besteht aus sechs Untereinheiten, die von den Genen ORCI,
ORC2, ORC3, ORC4, ORC5 und ORC6 kodiert werden (Chan und Zhang 2012,
Chesnokov 2007, Dutta und Bell 1997). Die spezifischen DNA-Sequenzen, die Replikati-
onsurspringe markieren, wurden noch nicht identifiziert. Der Origin-Erkennungskomplex,
gebunden an den Replikationsursprung, bildet die Basis zur Ausbildung des pre-
replication complex, der fur den Beginn der DNA-Replikation notwendig und somit ein
wichtiger Bestandteil des Zellzyklus ist (Kelly und Brown 2000). Der pre-replication com-
plex besteht aus Cell division control protein 6 homolog (Cdc6), Cell division cycle protein
CDT1 (Tahl1l) und DNA replication licensing factor Mcm2-Mcm7 (Rowley et al. 1995,
Speck et al. 2005). ORCG6L ist notwendig, um den pre-replication complex zu erhalten,

nachdem er vollstdndig ausgebildet ist. Gen-silencing mit interfering RNA zeigt, dass das
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Gen ORCG6L eine wesentliche Bedeutung bei der Koordination der Replikation und Segre-

gation der Chromosomen wéhrend der Zytokinesis hat (Semple et al. 2006).

Unconventional myosin-XI1X (MYO 19)

Die Expression des Gens Unconventional myosin-X1X (MYO 19) zeigt einen signifikanten
Unterschied zwischen Stro1™* und Stro1*®. In den Stro1*“" liegt eine hohere Expression
vor. MYO 19 wirkt auf die Beweglichkeit von Mitochondrien, den ,,Kraftwerken der Zel-
len*. Myosin gehort zu den Motorproteinen, die eine ATPase-Aktivitat aufweisen. Es ist an
intrazelluldaren Transportvorgéngen verschiedener zellularer Bestandteile, wie z.B. Zellor-
ganellen oder Vesikeln, beteiligt, die entlang der Aktinfilamente ablaufen (Quintero et al.
2009).

SMAD specific E3 ubiquitin protein ligase 2 (SMURF2)

Die Expression des Gens SMAD-spezifische E3 Ubiquitin-Ligase 2 (SMURF2) zeigt einen
signifikanten Unterschied zwischen Stro1™" und Stro1*®¥. In den Stro1*** liegt eine héhe-
re Expression vor. SMAD-Proteine sind an der intrazellularen Signalubertragung von ext-
razelluléren Signalen wie TGF-B und BMPs, die iiber Rezeptoren die Zelle erreichen, be-
teiligt und leiten diese zum Zellkern weiter. SMAD-Proteine akkumulieren normalerweise
im Zytoplasma, kdnnen aber auch in den Zellkern gelangen, wenn sie phosphoryliert wer-
den. Der TGF-B/SMAD-Signalweg spielt vor allem in der embryologischen Entwicklung,
aber auch noch spater im adulten Organismus eine wichtige Rolle. Diesem Signalweg ist
eine hauptsachlich antiproliferative Wirkung zuzuschreiben. Des Weiteren wird die Diffe-
renzierung der Zelle gefordert.

Das Gen SMURF2 codiert eine E3 Ubiquitin-Ligase, die auf die Signalwege von Vertre-
tern der TGF-B- und der BMP-Familie wirkt. Ligasen katalysieren die Verknipfung zweier
Molekiile durch eine kovalente Bindung. SMURF2 gehdrt ebenso wie SMURF1 zu den
HECT-domanenhaltigen Ubiquitin E3-Ligasen. Diese spielen in diversen zellularen Pro-
zessen eine wichtige Rolle, wie etwa der Regulierung der Zell-Polaritat wahrend der emb-
ryologischen Entwicklung bis hin zur Differenzierung der Zellen bei der Osteogenese im
erwachsenen Knochen. Es wird vermutet, dass SMURF2 eine tumorsupressive Wirkung
besitzt (Zhao und Shi 2012).

SMURF1 spielt eine wichtige Rolle in der Hemmung von Osteoblasten. Knochen wird
zeitlebens durch die koordinierte Wirkung von Osteoklasten und Osteoblasten gebildet und
umgebaut (Karsenty und Wagner 2002). Fur die Knochenresorption sind aus hd&matopoeti-
schen Zellen gereifte Osteoklasten verantwortlich. Der Aufbau und die Anordnung des

mineralisierten Knochens werden von den Osteoblasten (ibernommen. Diese sind mesen-
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chymalen Ursprungs. Nach vollendeter Differenzierung der Osteoblasten beginnen diese
unter anderem alkalische Phosphatase, Typ-I-Kollagen, Osteocalcin und Bone Sialoprotein
zu bilden. AnschlieBend werden diese Substanzen zur extrazellularen Matrix des Knochens
sezerniert. Liegt ein Mangel an SMURFL1 vor, resultiert daraus eine erhfhte Aktivitat der
Osteoblasten, die sensitiver auf knochenmorphogenetische Proteine (BMPs) reagieren
(Yamashita et al. 2005). In der embryologischen Entwicklung sind zwei Osteoblast-
spezifische Transkriptionsfaktoren fiir die Knochenbildung unabdingbar. Dabei handelt es
sich um Runx2 und Osterix. An der Ausbildung des osteoblastischen Phénotyps und der
knochenbildenden Funktion sind aber auch weitere Transkriptionsfaktoren beteiligt wie
z.B. JunB und Fra-1 der AP-1 Familie (Eferl et al. 2004, Kenner et al. 2004) sowie ATF4
der CREB/ATF-Familie (Yang et al. 2004). Gemeinsam mit weiteren Transkriptionsfakto-
ren aktivieren sie die Expression von extrazellularer Matrix des Knochens. Auch parakrine
Wachstumsfaktoren der TGF- und BMP-Familie sind an der Differenzierung der Osteo-
blasten und Modulation ihrer Funktion beteiligt (Balemans und Van Hul 2002, Wu et al.
2003, Zhao et al. 2002). TGF-B wirkt antagonistisch zu BMP und inhibiert die Expression
von Runx2 und Osteocalcin (Alliston et al. 2001). Die Osteoblastendifferenzierung kann
durch TGF-p blockiert werden (Maeda et al. 2004). Unter bestimmten Gegebenheiten fin-
det man eine Interaktion von SMADs mit Runx2, wodurch die Expression von Extrazellu-
larmatrix des Knochens moduliert wird (Ito und Miyazono 2003). TGF- und BMPs kon-
nen neben diesem Signalweg auch mitogenaktivierte Proteinkinasen (MAPKS) aktivieren
wie z. B. ZNK und p38 MAPK (Bakin et al. 2002, Engel et al. 1999, Itoh et al. 2003, Yu et
al. 2002).

SMURF1 und SMURF2 besitzen die Fahigkeit, direkt mit SMAD1 und SMAD5 des BMP-
Signalwegs zu interagieren und ihre Hemmung zu vermitteln (Kavsak et al. 2000, Lin et al.
2000, Zhang et al. 2001, Zhu et al. 1999).

Serine/threonine-protein phosphatase 4 catalytic subunit (PPP4C)

Die Expression des Gens Serine/threonine-protein phosphatase 4 catalytic subunit
(PPP4C) zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen Stro1*“ und Stro1*®*. In den
Stro1*#¥ liegt eine hohere Expression vor. PPPAC ist in diverse zellulare Prozesse einge-
bunden. Dazu gehéren unter anderem die Organisation der Mikrotubuli am Zentrosom, die
Reifung von spleiosomalen small nuclear Ribonucleoprotein particles (ShRNPs), apopto-
tische Vorgange sowie Reparaturmechanismen der DNA (Carnegie et al. 2003, Martin-
Granados et al. 2008, Mourtada-Maarabouni et al. 2003, Toyo-oka et al. 2008).

PPP4C ist am Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a) signaling beteiligt (Zhou et al. 2002).
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TNF-o wirkt als vielseitiges Zytokin des Immunsystems und wird sowohl bei lokalen als
auch systemischen Entziindungen ausgeschuttet (Vilcek und Lee 1991). Durch TNF-a
kann eine Zelle zur Proliferation, Differenzierung oder zur Apoptose angeregt werden.
PPPAC ist eine Signalkomponente der c-Jun N-terminal kinases (JNK) Signalkaskade
(Zhou et al. 2002). Der JNK Signalweg wirkt ebenfalls auf die Zelldifferenzierung, Prolife-
ration und apoptotische VVorgange.

Eine weitere Funktion von PPPAC ist die Regulation der Acetylierung von Histonen,
wodurch die Genexpression beeinflusst werden kann (Chowdhury et al. 2008, Zhang et al.
2005). PPP4C ist auch am DNA damage checkpoint signaling beteiligt (Lee et al. 2010,
Nakada et al. 2008).

Koordination der Zellmigration ist ein weiterer Bereich in den PPP4C eingebunden ist
(Martin-Granados et al. 2008). Zellmigrationen spielen in der Embryonalentwicklung und
dem Wachstum eine Rolle. Sie sind aber auch fur regenerative Prozesse und Ablaufe des

Immunsystems essenziell.

Cancer susceptibility candidate 5 (CASC5)

Die Expression des Gens Cancer susceptibility candidate 5 (CASC5) zeigt einen signifi-
kanten Unterschied zwischen Stro1*“< und Stro1*®. In den Stro1*% liegt eine héhere Ex-
pression vor. Das vom Gen CASC5 codierte Protein ist Teil des Kinetochors. Dabei handelt
es sich um eine Struktur aus Proteinen und DNA-Abschnitten, die dem Zentromer, dem
Bereich der primdren Konstriktion eines Metaphasenchromosoms, angelagert ist. Die
Funktion des Kinetochors ist bei Teilungsvorgéngen des Zellkerns unabdingbar und dient
dem Ansatz fiir Fasern des Spindelapparats. AnschlieBend unterstiitzt der Komplex die
Losung der Schwesterchromatiden voneinander, die dann wéhrend der frilhen Anaphase
der Mitose und auch bei der zweiten meiotischen Teilung tber Mikrotubuli zu den entge-
gengesetzten Polen des Spindelapparates gezogen werden. Beide Tochterzellen erhalten
durch die exakte Aufteilung der Chromatiden die gleiche Erbinformation (Foley und
Kapoor 2013).

CASCS tragt zur Aktivierung des mitotischen Checkpoints, einem Mechanismus, der die
Vorgange der Mitose mit Anlagerung des Kinetochors an den Spindelapparat koordiniert,
bei. CASC5 sorgt fir die Verbindung von BUB1 und BUB1B zum Kinetochor (Kiyomitsu
et al. 2007). BUBL ist eine Serin-/Threoninkinase, die fur die Signaltibertragung am mito-
tischen Checkpoint als auch fiir die regelrechte Ausrichtung der Chromosomen verantwort-
lich ist. Kommt es zu fehlerhafter Chromosomenverteilung initiiert es den Zelltod der be-

troffenen Zelle. BUBL1 spielt eine Schliisselrolle in der Anordnung von Proteinen des mito-
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tischen Checkpoints am Kinetochor. BUB1B, ebenfalls eine Serin-/Threoninkinase, und
BUBL1 zeigen eine inhibitorische Funktion auf Anaphase-promoting complex/cyclosome
(APC/C) durch Inaktivierung von Cdc20, Co-Faktor von APC/C, war zu einer Verzoge-
rung des Beginns der Anaphase und damit Sicherstellung der exakten Chromosomentren-
nung fiihrt (Hwang et al. 1998, Tang et al. 2001). APC/C ist einer der mal3geblichen Regu-
latoren der Zellteilung (Peters 2006).

Das Kinetochor-Netzwerk beinhaltet Kinetochor null 1 (Knl1), den aus vier Untereinheiten
bestehende Missegregation 12 Komplex (Mis12), und den aus vier Untereinheiten beste-
hende Nuclear division cycle 80 Komplex (Ndc80). CASCS ist ein Teil des Mis12 Kom-
plexes, der notwendig flr die Struktur des Kinetochors und Chromosomentrennung wah-
rend der Mitose ist (Obuse et al. 2004). In Zusammenarbeit mit Cenotromere protein K
(CENPK) verlagert es den Ndc80 Komplex zum &uReren Kinetochor (Cheeseman et al.
2008). Vermutlich unterdriickt CASC5 weiteres Zellwachstum und beschleunigt die Zell-

reifung.

Ubiquitin specific peptidase 10 (USP10)

Die Expression des Gens Ubiquitin spezific peptidase 10 (USP10) zeigt einen signifikanten
Unterschied zwischen Stro1*“< und Stro1*®X. In den Stro1*#" liegt eine hohere Expression
vor. Das Ubiquitin-System reguliert zahlreiche zellulare Funktionen und spielt eine wichti-
ge Rolle bei posttranslationalen Modifikationen. Ubiquitin ist ein kleines, hoch konservier-
tes Protein, das Uber eine Kaskade enzymatischer Reaktionen an Proteine bindet. Durch
Ubiquitin markierte Substrate werden in der Regel durch das 26S Proteasom zersetzt oder
in ihren Interaktionen, Lokalisationen oder Aktivitaten verandert. Peptidasen in Form von
deubiquitinierenden Enzymen kénnen den Verbund zwischen Substrat und Ubiquitin l6sen
und so die Hydrolyse von Peptidbindungen katalysieren (Ernst et al. 2013).

Das Protein USP10 spielt in der Regulation von p53 eine wichtige Rolle. P53 agiert als
Tumorsupressorprotein und hemmt die Proliferation geschadigter Zellen. Es wirkt als se-
quenz-spezifischer Transkriptionsfaktor, der eine Expression von Genen induziert, die an
einer Reihe von zelluldren Funktionen, wie Zellwachstumsstillstand, Apoptose, DNA-
Reparatur und Zellseneszenz beteiligt sind. Bei vielen Krebserkrankungen ist der Wir-
kungsweg von p53 jedoch verandert, wodurch die tumorsupressive Funktion verloren geht
(Yuan et al. 2010). Unter normalen zelluldaren Gegebenheiten liegt p53 nur geringfugig in
den Zellen vor und wird kontinuierlich gehemmt. Diese Hemmung wird von dem Protein
Mdm2, einer E3 Ubiquitin Ligase, veranlasst, indem p53 im Zellkern ubiquitiniert wird.

Das markierte p53 wird dadurch aus dem Zellkern exportiert und dem Proteasom zugang-
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lich gemacht.

Durch zelluldren Stress, wie Schadigung der DNA, oxidativen Stress, Bestrahlung oder
Hypoxie wird p53 durch multiple Mechanismen, zu denen unter anderem die Phosphory-
lierung, Acetylierung und Deubiquitinierung z&hlen, in der Zelle stabilisiert. Dafir ist die
Herpesvirus-assozierte Ubiquitin spezifische Protease HAUSP verantwortlich, die sowohl
mit p53 als auch mit Mdm2 interagiert.

Eine weitere Ubiquitin-spezifische Protease ist USP10, die im Zytoplasma lokalisiert ist.
Sie deubiquitiniert und stabilisiert p53 direkt. Dadurch reichert sich p53 an und wird in den
Zellkern importiert. USP10 arbeitet kooperativ mit anderen Proteinen zusammen, die die
Menge an p53 in normal wachsenden Zellen gering halten und bei zellularem Stress hinge-
gen hoch. Die Deubiquitinierung findet unter normalen zelluldaren Bedingungen im Zyto-
plasma statt. Bei zellularem Stress findet eine Translokation einer Fraktion von USP10 in
den Zellkern statt, wodurch eine Deubiquitinierung von p53 durch USP10 im Zellkern
stattfindet. Die Translokation und Stabilisierung von USP10 wird durch eine ATM-
vermittelte Phosphorylierung an Thr42 und Ser 337 in Gang gesetzt (Yuan et al. 2010).
Hierdurch ergibt sich ein zusétzlicher Regulierungsmechanismus zur Aktivierung von p53
(Reece und Figg 2010).

Die Ubiquitin-spezifischen Proteasen werden mit Krebserkrankungen und anderen Erkran-
kungen wie z. B. neurodegenerativer, hdmatologischer oder infektidser Art in Verbindung
gebracht. Daher bieten sie gezielte therapeutische Angriffspunkte (Ernst et al. 2013). Eben-

so wie p53, das in Uber 50% der Krebserkrankungen mutiert ist (Yuan et al. 2010).

Proteasome subunit beta type-3 (PSMB3)

Die Expression des Gens Proteasome subunit beta type-3 (PSMB3) zeigt einen signifikan-
ten Unterschied zwischen Stro1*“ und Stro1*®¥. In den Stro1**¥ liegt eine hhere Expres-
sion vor. PSMB3 besitzt eine ATP-abhéngige proteolytische Aktivitat. Es handelt sich um
einen multikatalytischen Proteinasekomplex, der Proteine abbaut, die zuvor markiert wur-
den. Der Proteinabbau ist fur eine regelrechte Zellfunktion unabdingbar. Das Proteasom ist
auch an der Proteinqualitatskontrolle beteiligt. Proteine, die fehlerhaft aufgebaut sind, wer-

den unmittelbar wieder abgebaut (Benanti 2012, Glickman und Ciechanover 2002).

Vitamin K epoxide reductase complex subunit 1 (VKORC1)

Die Expression des Gens Vitamin K epoxide reductase complex subunit 1 (VKORC1) zeigt

einen signifikanten Unterschied zwischen Stro1*“¥ und Stro1*®*. In den Stro1*®X liegt eine

hohere Expression vor. VKORC1 ist in den Vitamin K Stoffwechsel eingebunden.

VKORCL1 reduziert inaktiviertes Vitamin K-2,3-Epoxid zu aktiviertem, biologisch wirksa-
66



Diskussion

men Vitamin K (Li et al. 2004, Rishavy et al. 2011, Rost et al. 2004).

Vitamin K spielt eine wichtige Rolle in der Blutgerinnung, im Knochenstoffwechsel und in
der Zellwachstumsregulation. Bezlglich der Blutgerinnung sorgt Vitamin K fir die Akti-
vierung der Gerinnungsfaktoren 11, VI, IX, X (Haque et al. 2014). Im Knochenstoffwech-
sel agiert Vitamin K als Kofaktor der y-Glutamylcarboxylase. Diese carboxyliert in ver-
schiedenen Proteinen, unter anderem auch in Osteocalcin, posttranslational Glutaminsgu-
rereste zu y-Carboxyglutaminsdureresten. Osteocalcin ist nur in carboxylierter Form aktiv
an der Knochenmineralisation beteiligt. Des Weiteren bt Vitamin K eine inhibitorische
Funktion auf die Osteoklastenaktivitat aus (Weber 2001). Durch die Wirkung von Vitamin
K auf Vitamin K abhangige Liganden, die an verschiedene Rezeptor-Tyrosinkinasen bin-

den, greift es in die Zellwachstumsregulation ein (van der Meer et al. 2014).

Peripheral myelin protein 22 (PMP22)

Die Expression des Gens Peripheral myelin protein 22 (PMP22) zeigt einen signifikanten
Unterschied zwischen Stro1*“< und Stro1*®X. In den Stro1*® liegt eine hdhere Expression
vor. PMP22 kénnte an der Wachstumsregulation und Myelinisierung des peripheren Ner-
vensystems beteiligt sein. Mutationen dieses Gens kdnnen zu neuropathischen Erkrankun-
gen fuhren. Eine Punktmutation in PMP22 wird mit Morbus Charcot-Marie-Tooth in Ver-
bindung gebracht. Dabei handelt es sich um eine neuromuskulédre Erkrankung (Roa et al.
1993). Die hereditare Neuropathie mit Neigung zu Drucklasionen (Hereditary Neuropathy
with liability to Pressure PalsiessfHNPP) geht ebenfalls mit einer Punktmutation in PMP22
einher (Sahenk et al. 1998). Auch bei der chronisch inflammatorischen demyelinisierenden
Polyradikuloneuropathie wird eine Beteiligung von PMP22 diskutiert (Korn-Lubetzki et al.
2002).

Peroxisomal 2,4-dienoyl-CoA Reduktase (DECR2)

Die Expression des Gens Peroxisomal 2,4-dienoyl-CoA reductase (DECR2) zeigt einen
signifikanten Unterschied zwischen Stro1*** und Stro1*®*. In den Stro1*®X liegt eine ho-
here Expression vor. DECR2 ist als Hilfsenzym in die f-Oxidation eingebunden und somit
Teil des Abbaumechanismus von Fettsduren. DECR2 ist am Abbau von ungesattigten
Enoyl-CoA Estern beteiligt (De Nys et al. 2001). Der Abbau ungeséttigter Fettsauren im
Rahmen der B-Oxidation unterscheidet sich von dem geséttigter Fettséuren. Bis zum Auf-
treten der ersten Doppelbindung der ungesittigten Fettsduren lauft die 3-Oxidation unver-
andert ab. In ungesattigten Fettsauren liegt eine cis-Konfiguration der Doppelbindung vor,
die in eine trans-Konfiguration umgewandelt werden muss, so dass die 3-Oxidation weiter-

laufen kann. Zunachst wirkt eine A%, A%-Enoyl-CoA Isomerase, die 3,5 Dienoyl-CoA in 2,4
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Diskussion

Dienoyl-CoA umwandelt. Anschlielend wird das entstandene Reaktionsprodukt in einer
NADP-abhéngigen Reaktion mithilfe von DECR2 zu A3-cis-Enoyl-CoA reduziert und an-
schlieBend zu A3-trans-Enoyl-CoA isomerisiert. Die A%, A%-Enoyl-CoA-Isomerase kataly-
siert die folgende Reaktion zu A’-trans-Enoyl-CoA Das Reaktionsprodukt wird wieder in
die B-Oxidation eingeschleust, die bis zur ndchsten Doppelbindung weiterlauft (Hua et al.
2012). Die von DECR2 katalysierte Reaktion ist der limitierende Faktor in der B-Oxidation

von mehrfach ungesattigten Fettsauren (Wanders und Waterham 2006).

Keratin 34 (KRT 34)
Die Expression des Gens Keratin 34 (KRT 34) zeigt einen signifikanten Unterschied zwi-
schen Stro1**% und Stro1*®*. In den Stro1*®" liegt eine héhere Expression vor.

KRT34 wird vor allem in Haarfollikeln exprimiert (Rogers et al. 1998).
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Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

Die Entdeckung adulter dentaler Stammzellen er6ffnete ein neues Forschungsfeld im Hin-
blick auf die Regeneration dentaler Gewebe. Die erstmalige Beschreibung dentaler
Stammzellen (dental pulp stem cells) geht auf Gronthos et al. im Jahr 2000 zuriick. Bisher
liegen vergleichsweise wenige Studien vor, die das Genexpressionprofil dentaler Stamm-
zellen im Vergleich zu den Knochenmarkstammzellen analysieren. Diese Untersuchungen
wurden vorwiegend an entsprechenden Mischkulturen vorgenommen. Im Gegensatz dazu
war es daher das Ziel der vorliegenden Arbeit, das Genexpressionsprofil einer bestimm-
ten charakteristischen Stammzellart, ndmlich der Strol-positiven pulpalen mesenchymalen

+ZK

Zahnkeimstammzellen (Stro1™") im Vergleich zu Strol-positiven mesenchymalen Kno-

chenmarkstammzellen (Stro1*®¢

), zu untersuchen.

Die Genexpression beider Zelltypen wurde anhand von Microarrays nach folgender Me-
thodik ermittelt: Die Intensitatsdaten der Gene wurden als Tripletbestimmungen erhoben.
Nach Normalisierung der Daten wurden die Mittelwerte der Genintensitaten errechnet.
Von diesen Rohdaten wurden anschlielend der logFC-Wert und die FDR errechnet,
durch die 28.889 Gene nach signifikant differentiell exprimierten Genen gefiltert wurden.
Noch unbekannte Gene wurde dabei nicht beriicksichtigt, so dass insgesamt 22.454 Gene
in die Auswertung eingingen. Die Interpretation der Ergebnisse hinsichtlich ihrer biologi-
schen Relevanz wurde mithilfe der Software-Programme ,,DAVID* und ,,Ingenuity* vor-
genommen. Des Weiteren wurden gezielt Stoffwechselwege nédher betrachtet, die in der
Knochen- und Zahnentwicklung von Bedeutung sind. Anhand von Vorgaben des
Microarray-Herstellers Agilent erfolgte die Zuordnung der Gene zu diesen Stoffwechsel-
wegen.

Als wesentliche Ergebnisse wurden flr den logFC Intensitatswerte zwischen 6,254 und
18,332 ermittelt. Die Medianwerte betrugen fiir die Stro1** 9,093 und waren fir die
Stro1*™®* mit 9,097 signifikant hoher. Bei einem konservativ festgesetztem Schwellenwert
einer FDR<1 % wiesen 2730 Gene hochsignifikante Unterschiede in der Genexpression
auf. Daher wurden durch zusétzliche Filterung mittels des logFC nur hdchst signifikant
differentiell exprimierte Gene beriicksichtigt. In den Stro1*“ lasst sich bei der Betrachtung
biologischer Prozesse eine Uberreprasentierung von GO-Termini feststellen, die mit basa-
len Zellfunktionen wie beispielsweise Proliferationsregulation, dem Zell-zu-Zell-Signaling
und der Organisation des Zytoskeletts assoziiert sind. Unter dem GO-Term odontogenesis
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Zusammenfassung

sind die Gene DLX1, SDC1, LEF1 und ITGA6 zu finden, die in der vorliegenden Messung

+BK

im Vergleich zu den Stro1™™" signifikant differentiell exprimiert und heraufreguliert sind.

DLX1 und LEF1 spielen eine wichtige Rolle in der Zahnentwicklung. Mutationen inner-

*BK \weisen

halb dieser Gene kénnen zu hypoplastischen Verédnderungen fuhren. Die Strol
vermehrt Gene auf, die mit der Organisation der extrazellularen Knochenmatrix und Zell-
Adhéasion assoziiert sind. Des Weiteren ist eine Vielzahl von Genen signifikant tiberrepré-
sentiert, die mit der Struktur- und Formgebung des Skeletts in Verbindung steht. Trotz
identischem Stammzellmarkertypus (Strol) weisen die untersuchten mesenchymalen
Stammzelltypen stark unterschiedliche Hox-Signaturen auf. Dabei zeigt sich sowohl eine
Variation in Anzahl und Art der Gene als auch im Expressionsmuster. Stro1*®* exprimie-
ren signifikant hoher Hox-Gene der Cluster A bis D (HOXA-D), die Segment- und Positi-
onsinformationen codieren. Wiahrend in den Stro1** die hochregulierten Hox-Gene
BARX1, MSX1, MSX2, DLX1, DLX2, PAX9 und LEF1 eine tragende Rolle in der Zahnent-
wicklung spielen. Es ist bereits bekannt, dass Mutationen dieser Gene zu Fehlbildungen
von Zahnen wie Aplasien oder Hypoplasien fiihren kdnnen. Unter der GO-Klassifizierung
molecular function fiel bei Betrachtung des GO-Terms calcium ion binding auf, dass in
beiden Zellpopulationen unterschiedliche Integrine und Cadherine heraufreguliert sind. Fur
die Stro1*“¥ scheinen die Integrine ITGA2 und ITGA6 sowie das Cadherin CDH6 von Be-
deutung zu sein. Zusatzlich ist die Matrix-Metalloprotease MMP3 sowie das Gen fiir das
Kalzium-bindende Protein S100A4 stark heraufreguliert. Ein Polymorphismus von MMP3
wurde im Zusammenhang mit Lippen- und Lippenkiefergaumenspalten beschrieben. Es
wird vermutet, dass MMP3 eine tragende Rolle in der Zahnentwicklung spielt. Beziiglich
des BMP signaling pathways scheint das Gen GREM1 in den Stro1*%¢
sein. Das Gen SERPINEL, ebenfalls in den Stro1** heraufreguliert, ist am TGF-2 sig-

naling beteiligt. GREM1 und SERPINE1 zeigen im Vergleich zu den Stro1*®¥ eine signifi-

von Bedeutung zu

kant differentielle Expression. Bei der gezielten Analyse von Stoffwechselwegen, die mit
der Hartgewebebildung assoziiert sind, zeigen dreizehn Gene signifikante Unterschiede in
ihrer Genexpression. In den Stro1*#¢
Genexpression als in den Stro1*®. Dabei handelt es sich um die Gene ORC6L, SMURF2,
PPP4C, CASC5 und USP10, die in Vorgange des Zellzyklus eingebunden sind. Die Gene

MYO19 und PSMB3 sind ebenfalls in den Stro1*#< heraufreguliert und besitzen eine Funk-

zeigen davon neun Gene eine hdhere Intensitéat der

tion im Energiestoffwechsel der Zelle. Zwei weitere in den Stro1*“ heraufregulierte Gene
sind HN1 und TMEM170A, deren Funktion noch nicht abschlieBend geklart ist. In den
Stro1*®¥ sind vier Gene im Vergleich zu den Stro1** hochsignifikant heraufreguliert. Da-
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Zusammenfassung

bei handelt es sich um VKORC1, eingebunden in den Vitamin K-Stoffwechsel und die
Knochenmineralisation, PMP22, beteiligt an der Wachstumsregulation und Myelinisierung
des peripheren Nervensystems, DECR2, partizipierend an der B-Oxidation und KRT34,
welches vor allem in Haarfollikeln exprimiert wird.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass insbesondere bei den Hox- Genen signifikante Unter-
schiede zwischen den Stro1*“ und Stro1*®* bestehen. Weiterfilhrende Experimente, die

gezielt einzelne Gene, die in den Stro1*

von Bedeutung sein kdnnen, in ihrer Funktions-
weise und Einbindung in das zelluldre Netzwerk untersuchen wie auch die Erforschung der

Stro1*“¥ auf proteinbiochemischer Ebene, waren wiinschenswert.
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Anhang

Tabelle 15: Darstellung hochst exprimierter Gene in den Strol

+ZK

FDR<1 % und | logFC| >2. Die Gene sind nach logFC absteigend sortiert.

AgilentlD Symbol Name GenelD  logFC ZK-BK FDR
A 24 P500584  XIST X - (inactive)-specific  transcript  (non-protein 7503 21357 A37E-09
- - coding)
A 24 P664891 COX6Al1  cytochrome c oxidase subunit Vla polypeptide 1 1337 5.5930 3.00E-10
A 23 P39955 ACTG2 actin, gamma 2, smooth muscle, enteric 72 5.0083 1.07E-11
UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide
A 23 _P67847  GALNT14 N-acetylgalactosaminyltransferase 14 (GalNAc- 79623 4.7422 3.48E-11
T14)
A _23_P406385 FBXL16 F-box and leucine-rich repeat protein 16 146330 45165 4.04E-10
A_23 P337262 APCDD1 adenomatosis polyposis coli down-regulated 1 147495 4.3571 2.56E-10
A 23 P145054 FAM162B family with sequence similarity 162, member B 221303 4.3129 1.50E-09
A_23_P94800 S100A4 S100 calcium binding protein A4 6275 4.2651 4.37E-09
A 23 P144326 ASB5 ankyrin repeat and SOCS box-containing 5 140458 4.1408 2.03E-08
A_23_P32279  BARX1 BARX homeobox 1 56033 4.1262 8.00E-09
A_24 P640045 NA NA NA 4.1146 4.84E-09
A 24 P326491 MKX mohawk homeobox 283078 41111 1.11E-07
A_23 P161698 MMP3 rT1atrix metallopeptidase 3 (stromelysin 1, progela- 4314 3.9550 1.36E-10
tinase)
A 23 P214144 COL10Al collagen, type X, alpha 1 1300 3.9331 6.38E-09
A 23 P110430 MSX1 msh homeobox 1 4487 3.9312 8.03E-09
A_23_P154566 TOX2 TOX high mobility group box family member 2 84969 3.9195 2.24E-11
A_23_P79482 CHN1 chimerin (chimaerin) 1 1123 3.8634 1.75E-09
A_24 P935203 NA NA NA 3.7578 1.47E-08
A_23_P75002 MKX mohawk homeobox 283078 3.7522 8.74E-07
A_23_P118254 FOXF1 forkhead box F1 2294 3.6713 7.54E-11
A_24_P827037 LRRC15 leucine rich repeat containing 15 131578 3.3617 8.64E-09
A 23 P251421 CDCA7 cell division cycle associated 7 83879 3.3430 1.40E-07
A_23_P65307 SLITRK6  SLIT and NTRK-like family, member 6 84189 3.3226 5.95E-07
A_32_P171043 NA NA NA 3.2794 7.89E-08
A_23_P110957 FOXF2 forkhead box F2 2295 3.2660 5.19E-07
A_23_P362719 LSM14B  LSM14B, SCD6 homolog B (S. cerevisiae) 149986 3.2259 4.06E-08
A_24 P882959 ZSC2843 hypothetical protein LOC284344 284344 3.1775 6.99E-09

im Vergleich zu den Stro1*®* bei
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sema domain, immunoglobulin domain (lg), short

A_32_P29118 SEMA3D basic domain, secreted, (semaphorin) 3D 223117 3.1738 5.98E-09
A_23 P212800 FGF5 fibroblast growth factor 5 2250 3.1580 8.11E-09
A_23_P256470 NPY neuropeptide Y 4852 3.1528 9.06E-06
A_23_P108170 PSG6 pregnancy specific beta-1-glycoprotein 6 5675 3.0628 1.83E-07
A_23_P127948 ADM adrenomedullin 133 3.0422 5.34E-08
A_23 P103672 NES nestin 10763 3.0419 5.60E-08
A_23 P214026 FBN2 fibrillin 2 2201 2.9826 2.30E-06
A_23_P132619 OXTR oxytocin receptor 5021 2.9513 7.18E-05
A_23_P10121  SFRP1 secreted frizzled-related protein 1 6422 2.9355 7.89E-08
A_23_P207999 PMAIP1  phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1 5366 2.9298 2.65E-09
A 24 P234196 RRM2 ribonucleotide reductase M2 polypeptide 6241 2.9204 3.12E-06
A_23 P140290 RTN1 reticulon 1 6252 2.9169 2.77E-07
A_23 P252132 PTPRD protein tyrosine phosphatase, receptor type, D 5789 2.8081 1.85E-06
A_32_P208350 TDRD9 tudor domain containing 9 122402 2.7703 2.16E-08
A_23 P4536 EPB41L3 erythrocyte membrane protein band 4.1-like 3 23136 2.7514 5.59E-09
A 32_P70818  PAX9 paired box 9 5083 2.7319 1.99E-05

guanine nucleotide binding protein (G protein),
A 23 _P416581 GNAZ . 2781 2.7179 5.16E-08
alpha z polypeptide

A 23 P10127 SFRP1 secreted frizzled-related protein 1 6422 2.7048 2.53E-05
A 24 P392110 PSG8 pregnancy specific beta-1-glycoprotein 8 440533 2.7024 1.24E-06
A _23_P205713 STXBP6  syntaxin binding protein 6 (amisyn) 29091 2.7012 1.67E-08
A _23_P55544  CCBE1l collagen and calcium binding EGF domains 1 147372 2.6962 1.72E-05
A 24 _P401855 FGF5 fibroblast growth factor 5 2250 2.6831 1.10E-04
A 24 P117620 CAMK2N f:ak':ilfm/calmodulin-dependent protein kinase 1l 55450 26770 1 90E-08
- 1 inhibitor 1
A_23_P121545 GPM6A glycoprotein M6A 2823 2.6750 8.30E-07
A_24_P264832 NEFM neurofilament, medium polypeptide 4741 2.6485 4.77E-07
A_24 P761727 NA NA NA 2.6478 5.19E-06
A_32_P183367 NA NA NA 2.6321 2.41E-07
A_23_P374082 ADAM19 ADAM metallopeptidase domain 19 (meltrin beta) 8728 2.6290 3.94E-07
A 23 _P118834 TOP2A topoisomerase (DNA) 1l alpha 170kDa 7153 2.6277 3.01E-05
A_32_P134764 NA NA NA 2.6254 2.78E-05
A_23 _P136493 NRG1 neuregulin 1 3084 2.6179 1.76E-06
A 23 P29939  SNCA synuclein, alpha (non A4 component of amyloid 6622 26139 < B1E-09
- - precursor)
A_24 P147849 NA NA NA 2.6126 1.27E-07
A_24 P345837 MSX1 msh homeobox 1 4487 2.5959 2.15E-06

A_32_P62997 PBK PDZ binding kinase 55872 2.5931 8.71E-05




A_32_P34444  FHOD3 formin homology 2 domain containing 3 80206 25772 1.32E-07
A_24 P299318 FAM101B family with sequence similarity 101, member B 359845 2.5668 5.27E-07
A_32_P25295 ::SI;Z neurogenic differentiation 2 4761 2.5564 1.62E-07
A_23_P315815 NRG1 neuregulin 1 3084 2.5441 1.62E-09
A_32_P86118 PM20D2  peptidase M20 domain containing 2 135293 2.5434 8.02E-07
A_24 P703642 NA NA NA 2.5384 6.22E-07
A_23_P404494 IL7R interleukin 7 receptor 3575 2.5319 1.43E-05
A_23_P157914 MAMDC2 MAM domain containing 2 256691 2.5303 6.69E-07
A 24 P366526 SYNGR2  synaptogyrin 2 9144 2.5263 2.98E-07
A_23_P124892 KISS1 KiSS-1 metastasis-suppressor 3814 2.5253 2.45E-07
A_23 P30315 TRIMY? tripartite motif-containing 7 81786 25213 2.82E-07
A_23 P81392 WWC1 WW and C2 domain containing 1 23286 25195 3.57E-08
A _23_P144071 COL7A1 collagen, type VII, alpha 1 1294 25178 5.78E-06
A_23 P31739 STMN4 stathmin-like 4 81551 25167 8.50E-08
A_23_P141802 SER- serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), 8710 25150 6 54E-07
PINB7 member 7
A 23 P28898 PLCB4 phospholipase C, beta 4 5332 2.5107 4.56E-06
A 23 P384044 CNIH3 cornichon homolog 3 (Drosophila) 149111 2.5044 3.53E-06
A_24_P153089 SERPI- se_rpin pepti_dase ihhi_bifor, clade E (nexin, plas- 5054 24935 3.72E-05
NE1 minogen activator inhibitor type 1), member 1
A_ 23 P92441 MAD2L1 MAD?2 mitotic arrest deficient-like 1 (yeast) 4085 2.4932 2.23E-06
A 23 P432947 GREML gremlin 1, cy'steine knot superfamily, homolog 26585 24881 2 71E-04
(Xenopus laevis)
A 23 P149975 FAM107B family with sequence similarity 107, member B 83641 2.4815 1.34E-06
A_23_P210176 ITGAG6 integrin, alpha 6 3655 2.4769 4.29E-06
A _32_P142818 DLX1 distal-less homeobox 1 1745 2.4551 3.84E-08
A_23_P147106 C9orfl67  chromosome 9 open reading frame 167 54863 2.4435 3.14E-08
A 23 P219161 OLFM1 olfactomedin 1 10439 2.4253 1.12E-06
A_23_P356684 ANLN anillin, actin binding protein 54443 2.4250 1.18E-05
A_24 P193295 RAB15 RAB15, member RAS onocogene family 376267 2.4234 2.06E-07
A_32_P377880 NA NA NA 2.4230 2.95E-06
A_23_P85250 CD24 CD24 molecule 10013394 24229 1.31E-05
A_23_P50096 TYMS thymidylate synthetase 7298 2.3983 2.69E-04
A_32_P8666 ;;)CGMO similar to kappa-B motif-binding phosphoprotein 644063 2.3916 2.01E-05
A_23_P383819 TBX3 T-box 3 6926 2.3865 4.37E-08
A_23 P120472 TFAP2C transcription factor AP-2 gamma (activating 2022 23838 3.26E-08

enhancer binding protein 2 gamma)
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A_23_P76914  SIX1 SIX homeobox 1 6495 2.3715 4.30E-06

A_24 P32151 FAM101B family with sequence similarity 101, member B 359845 2.3713 5.51E-08
A_24 P10214  STXBP6  syntaxin binding protein 6 (amisyn) 29091 2.3706 4.44E-08
A_23_P303087 PTN pleiotrophin 5764 2.3621 6.07E-06
A_23_P339098 SLC35F2 solute carrier family 35, member F2 54733 2.3525 3.14E-08
A_32_P117185 NA NA NA 2.3462 4.76E-07
A_24_P20630 LEF1 lymphoid enhancer-binding factor 1 51176 2.3335 2.47E-05
A_23_P257649 RBP1 retinol binding protein 1, cellular 5947 2.3315 2.98E-07
A 24 P870620 PTN pleiotrophin 5764 2.3297 1.05E-05
A_23_P23221 iADD% growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha 1647 2.3234 2.13E-05
A _23 P372834 AQP1 aquaporin 1 (Colton blood group) 358 2.3158 3.25E-05
A 23 _P164650 APOE apolipoprotein E 348 2.3133 2.49E-07
A 32 _P182135 NA NA NA 2.2981 1.23E-04
A_23 P19987  IGF2BP3 izis:!n'"ke growth factor 2 mRNA binding pro- c.5 2.2825 3.72E-05
A 23 P213562 F2R coagulation factor Il (thrombin) receptor 2149 2.2821 2.91E-06
A 23 P144843 ESM1 endothelial cell-specific molecule 1 11082 22774 1.70E-06
A 23 P147109 C9orfl67 chromosome 9 open reading frame 167 54863 2.2768 1.57E-05
A_24 P160773 NA NA NA 2.2687 2.64E-05
A_23 P4TI04 UCP2 unc?upling protein 2 (mitochondrial, proton 7351 22590 3.23E-04
carrier)
A_24 PA75115 NA NA NA 2.2589 6.74E-03
A_23 P258088 PACSINL protein kinase C and casein kinase substrate in 26993 22580 8.87E-06
neurons 1
A_23_P89509  SPAG5 sperm associated antigen 5 10615 2.2551 1.44E-04
A_23_P14083  AMIGO2 adhesion molecule with Ig-like domain 2 347902 2.2478 7.00E-06
A_23_P39309  PSG9 pregnancy specific beta-1-glycoprotein 9 5678 2.2450 2.82E-07
A_23_P140858 A2BP1 ataxin 2-binding protein 1 54715 2.2418 6.90E-08
A_23_P214011 CDH6 cadherin 6, type 2, K-cadherin (fetal kidney) 1004 2.2353 7.39E-03
A_23_P150693 FJX1 four jointed box 1 (Drosophila) 24147 2.2262 5.57E-04
A_24_P389517 HNRNPK heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K 3190 22224 3.97E-07
A_23_P56347  PSG3 pregnancy specific beta-1-glycoprotein 3 5671 22214 1.30E-05

transducin-like enhancer of split 1 (E(spl) homo-
log, Drosophila)

A_23_P135239 TLE1 7088 2.2169 5.59E-09

integrin, alpha 2 (CD49B, alpha 2 subunit of
A_32_P208076 ITGA2 3673 2.2154 8.09E-06
- - VLA-2 receptor)

LOC3898 .
A_32_P148476 42 similar to RanBP1 389842 2.2032 4.40E-06

A_24 P287941 PSMC3IP  PSMC3 interacting protein 29893 2.1991 1.30E-05




small nucleolar RNA host gene 5 (non-protein

A_23_P361085 SNHG5 . 387066 2.1990 1.25E-02
- - coding)
A_23 P142849 RND3 Rho family GTPase 3 390 2.1955 4.98E-08
A_23_P53884 MAB21L1 mab-21-like 1 (C. elegans) 4081 2.1892 3.93E-05
A_32_P225759 NA NA NA 2.1870 6.23E-05
A_23_P217319 FGF13 fibroblast growth factor 13 2258 2.1862 3.14E-05
HNRN- . .
A_23_P252449 PAD heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A0 10949 2.1805 1.44E-05
A 23 P21324  TWIST2  twist homolog 2 (Drosophila) 117581 2.1759 2.01E-04
A_24_P260101 MME membrane metallo-endopeptidase 4311 2.1748 2.26E-06
A_23_P58321  CCNA2 cyclin A2 890 2.1716 5.30E-07
Ras association (RalGDS/AF-6) domain family
A _23_P166087 RASSF2 9770 2.1637 2.15E-06
- member 2
A_24 P392109 CENPN centromere protein N 55839 2.1604 3.72E-05
A 24 P101146 NA NA NA 2.1584 1.85E-03
A 23_P401106 PDE2A phosphodiesterase 2A, cGMP-stimulated 5138 2.1525 8.13E-08
A 23 P42718 NFE2L3 nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 3 9603 2.1520 7.70E-06
6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-
A 24 _P261259 PFKFB3 . 5209 2.1265 1.12E-06
biphosphatase 3
A_23_P5103 PSG4 pregnancy specific beta-1-glycoprotein 4 5672 2.1246 8.98E-03
A 24 P225616 RRM2 ribonucleotide reductase M2 polypeptide 6241 2.1233 1.19E-06
A _23_P206707 MTIG metallothionein 1G 4495 2.1173 1.50E-04
A 24 P365349 NA NA NA 2.1158 1.97E-05
CAMK2N  calcium/calmodulin-dependent protein kinase 1l
A_23_P11800 . 55450 2.1133 1.59E-06
1 inhibitor 1
chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (melanoma
A_23_P7144 CXCL1 . . - 2919 2.1093 6.63E-08
- - growth stimulating activity, alpha)
A_23_P160460 UAP1 UDP-N-acteylglucosamine pyrophosphorylase 1 6675 2.1058 1.07E-05
membrane bound O-acyltransferase domain
A_23_P408996 MBOAT1 . 154141 2.1028 1.57E-05
- containing 1
A_32_P96719  SHCBP1  SHC SH2-domain binding protein 1 79801 2.1026 4.59E-06
A_32_P206698 CKS1B CDC28 protein kinase regulatory subunit 1B 1163 2.1009 5.87E-04
A_23_P401547 PVRL3 poliovirus receptor-related 3 25945 2.0975 1.06E-04
A_23_P44724  CSRP2 cysteine and glycine-rich protein 2 1466 2.0898 1.26E-05
A_23_P92730  HSPB3 heat shock 27kDa protein 3 8988 2.0835 2.36E-04
A_23 P401774 ELMOD1 ELMO/CED-12 domain containing 1 55531 2.0783 3.53E-06
A_23 P45365 COL4A5  collagen, type IV, alpha 5 1287 2.0780 5.73E-06
A_23 P16944  SDC1 syndecan 1 6382 2.0763 3.29E-04
A_23 P146274 STMN2 stathmin-like 2 11075 2.0731 3.43E-07
A_23 P67169  IL11 interleukin 11 3589 2.0705 5.48E-06
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A_24 P918317 DKK3 dickkopf homolog 3 (Xenopus laevis) 27122 2.0624 3.70E-04
A_24 P910471 NA NA NA 2.0517 2.06E-07
A_23_P258136 MXRAS5 matrix-remodelling associated 5 25878 2.0509 4.47E-05
A 24 P673209 NA NA NA 2.0465 5.11E-06
A_23_P210756 SNAP25  synaptosomal-associated protein, 25kDa 6616 2.0455 1.70E-06
A_23_P63660  C100rf58  chromosome 10 open reading frame 58 84293 2.0432 1.14E-06
A_23_P127891 BDNF brain-derived neurotrophic factor 627 2.0411 2.91E-04
A 23 P204133 GALNTG D n-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide o 2.0362 4.83E-05
- - N-acetylgalactosaminyltransferase 6 (GaINAc-T6)
A 32 P108277 SLCBAL solute carrier family 8 (sodium/calcium exchang- 6546 20306 1.24E-04
- - er), member 1
A_24_P257099 HJURP Holliday junction recognition protein 55355 2.0246 4.73E-07
A 23 PA7148 NOX4 NADPH oxidase 4 50507 2.0105 5.89E-07
A 23 P113762 NA NA NA 2.0103 3.51E-06
A_24 P343869 PTGES3 prostaglandin E synthase 3 (cytosolic) 10728 2.0039 2.72E-05
A_23 P26457 HBA2 hemoglobin, alpha 2 3040 2.0029 3.00E-06
+BK

Tabelle 16: Darstellung hochst exprimierter Gene in den Strol

FDR<1 % und | logFC| >2. Die Gene sind nach logFC aufsteigend sortiert.

AgilentID Symbol Name GenelD logFC ZK-BK FDR
A_23_P324384 RPS4Y?2 ribosomal protein S4, Y -linked 2 140032  -8.7254 2.35E-14
A 23 P259314 RPS4Y1 ribosomal protein S4, Y-linked 1 6192 -8.4651 2.38E-11

insulin-like growth factor binding protein 2,
A_23 P119943 IGFBP2 36kDa 3485 -6.4806 1.71E-13
A_23_P137665 CHI3L1 chitinase 3-like 1 (cartilage glycoprotein-39) 1116 -6.4715 2.96E-11
A_23_P307310 ACAN aggrecan 176 -6.4296 1.36E-10
A_23_P25150 HOXC9 homeobox C9 3225 -6.1484 1.07E-11
cytochrome P450, family 1, subfamily B, polypep-
A_23_P209625 CYP1B1 tide 1 1545 -6.1211 1.49E-09
A_32_P200697 FAMI101A family with sequence similarity 101, member A 144347  -6.0943 4.02E-10
A_23_P156970  MEST mesoderm specific transcript homolog (mouse) 4232 -5.4930 4.64E-11
A_23_P218928  Cdorfl8 chromosome 4 open reading frame 18 51313 -5.4836 4.25E-11
A_24 P766716 CMKLR1 chemokine-like receptor 1 1240 -5.4220 4.04E-10
A_32_P74409 NA NA NA -5.2514 1.07E-11
EGF-containing fibulin-like extracellular matrix
A_23_P501007 EFEMP1 protein 1 2202 -5.0991 1.80E-08
A_23_P202269  ANKS3 ankyrin 3, node of Ranvier (ankyrin G) 288 -5.0805 4.23E-11
A_23_P301530  ANK3 ankyrin 3, node of Ranvier (ankyrin G) 288 -4.9034 4.57E-09

im Vergleich zu den Strol*** bei
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DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 3, Y-
A_23_P217797  DDX3Y linked 8653 -4.8566 2.05E-10

potassium  voltage-gated channel, Isk-related

A_23_P392575  KCNE4 family, member 4 23704 -4.8506 4.38E-08
A_23_P324754  KIAA1199 KIAA1199 57214 -4.7744 3.97E-07
A_23_P69497 CLEC3B C-type lectin domain family 3, member B 7123 -4.7588 1.06E-09

immunoglobulin superfamily containing leucine-

A_23_P3312 ISLR rich repeat 3671 -4.6566 2.38E-11
A_23_P200737 RGS4 regulator of G-protein signaling 4 5999 -4.6146 8.36E-11
A_24_P892472  EMX20S EMX2 opposite strand (non-protein coding) 196047  -4.5698 7.54E-11
A_23_P70968 HOXA7 homeobox A7 3204 -4.5540 2.20E-08
A_24_P399220 HOXB3 homeobox B3 3213 -4.4917 1.63E-09
A_23 _P27400 HAS1 hyaluronan synthase 1 3036 -4.4723 5.63E-09
A_24 P124558 HOXCS8 homeobox C8 3224 -4.4718 2.84E-08
A_32_P218707 NA NA NA -4.4666 3.42E-08
A_23 P66682 HOXB6 homeobox B6 3216 -4.4624 1.19E-10
A_23_P500998 HOXA9 homeobox A9 3205 -4.4367 2.24E-09
A_32_P161855 KIAA1199 KIAA1199 57214 -4.4253 2.88E-10
A_24 PA78940 NA NA NA -4.3862 5.27E-06
A 23 _P107283 HOXB2 homeobox B2 3212 -4.3741 2.18E-07
A _32_P197561 EBF1 early B-cell factor 1 1879 -4.3290 3.26E-08
A_23 P66798 KRT19 keratin 19 3880 -4.2479 9.88E-11
A_24 P80204 MALL mal, T-cell differentiation protein-like 7851 -4.2186 6.23E-08
A 32 P387648 FLG filaggrin 2312 -4.1756 9.13E-10
A 23 P75283 RBP4 retinol binding protein 4, plasma 5950 -4.1150 8.68E-08
A_23_P206022 ITGA1l integrin, alpha 11 22801 -4.1066 1.63E-09
A_23_P13382 LSP1 lymphocyte-specific protein 1 4046 -4.0776 1.12E-08

heat shock 27kDa protein family, member 7

A_23_P103703 HSPB7 (cardiovascular) 27129 -4.0537 5.60E-09
A_23_P110686 STC2 stanniocalcin 2 8614 -4.0088 4.92E-08
A_23_P204630 NTN4 netrin 4 59277 -4.0008 4.37E-08
A_24 P34199 FLG filaggrin 2312 -3.9676 5.83E-10
A_23_P306105 GALNT1 UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide 2589 -3.9119 7.95E-10

N-acetylgalactosaminyltransferase 1 (GalNAc-T1)

A 24 P101282 NA NA NA -3.8965 2.46E-08
A 24 P827096  NA NA NA -3.8580 2.84E-08
A 23 P89431  CCL2 chemokine (C-C motif) ligand 2 6347  -3.8174 7.76E-09
A 24 P238386 NA NA NA -3.7800 3.98E-09

A_23_P205959  ALDH1A3 aldehyde dehydrogenase 1 family, member A3 220 -3.7514 8.45E-10




A_23_P99063 LUM lumican 4060 -3.7496 8.03E-09
A_24 P158946 FGD4 FYVE, RhoGEF and PH domain containing 4 121512 -3.7211 2.36E-07
A_23_P153185 NA NA NA -3.6983 1.03E-08
A_23_P40574 CRYBB2 crystallin, beta B2 1415 -3.6743 8.01E-11
A_23_P406025 PRUNE2 prune homolog 2 (Drosophila) 158471  -3.6488 4.43E-11
A_23_P44264 EMX2 empty spiracles homeobox 2 2018 -3.6403 2.05E-10
A_32_P140489 GDF6 growth differentiation factor 6 392255 -3.6336 4.37E-09
EGF-like, fibronectin type Il and laminin G
A 23 P144911 EGFLAM domains 133584 -3.6271 2.27E-09
A 24 P128442 TBX15 T-box 15 6913 -3.6108 1.58E-08
A_23_P152235 IRX3 iroquois homeobox 3 79191 -3.5890 1.62E-08
A 23_P153745  IFI30 interferon, gamma-inducible protein 30 10437 -3.5605 2.58E-10
A 23_P11071 PORCN porcupine homolog (Drosophila) 64840 -3.5605 3.57E-08
A_24 P48723 PTGIS prostaglandin 12 (prostacyclin) synthase 5740 -3.5577 1.41E-07
RP11-
A_24 P652609  138L21.1 similar to cell recognition molecule CASPR3 389722  -3.5322 6.23E-10
pentraxin-related gene, rapidly induced by IL-1
A 23 _P121064  PTX3 beta 5806 -3.4901 1.66E-08
A_24 P288890 FAM101A family with sequence similarity 101, member A 144347  -3.4886 2.88E-10
A 24 P264943 COMP cartilage oligomeric matrix protein 1311 -3.4861 1.50E-08
A_24 P192727 NA NA NA -3.4837 7.21E-08
A_23_P398854 DOK?7 docking protein 7 285489  -3.4743 7.00E-09
A_23 P99515 C130rf33 chromosome 13 open reading frame 33 84935 -3.4615 2.93E-07
A_23 P62021 THBS2 thrombospondin 2 7058 -3.4588 2.46E-08
A_32_P169406 LOC400043 hypothetical LOC400043 400043  -3.4496 3.98E-09
A_32_P117354  LIMCH1 LIM and calponin homology domains 1 22998 -3.4095 2.80E-08
A _32_P177725 NA NA NA -3.4040 3.84E-08
A_23_P62583 MEGF6 multiple EGF-like-domains 6 1953 -3.3801 4.06E-08
A_32_P4018 NA NA NA -3.3724 5.18E-08
A_23_P398476 HOXCS8 homeobox C8 3224 -3.3543 2.93E-06
A_24_P931443  GPR68 G protein-coupled receptor 68 8111 -3.3188 1.95E-09
A_23_P60166 DEPDC6 DEP domain containing 6 64798 -3.2931 1.15E-07
A_23_P73848 CYorfl4 chromosome Y open reading frame 14 55410 -3.2745 1.77E-06
A_24 P389916 LRRC32 leucine rich repeat containing 32 2615 -3.2292 4.63E-08
A_23_P53126 LMO2 LIM domain only 2 (rhombotin-like 1) 4005 -3.2221 9.58E-10
A_23_P12363 ROR1 receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 1 4919 -3.2211 8.57E-07
A_23_P390504 FOXC1 forkhead box C1 2296 -3.2176 2.24E-09
A_23_P86461 NA NA NA -3.2148 7.66E-07
A_23_P304450 GATAG6 GATA binding protein 6 2627 -3.2130 4.76E-07
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A_24 P926960 MEGF6 multiple EGF-like-domains 6 1953 -3.1908 2.29E-08
A_24 P270728 NUPR1 nuclear protein 1 26471 -3.1822 5.22E-06
A_24_P125871  RIPK4 receptor-interacting serine-threonine kinase 4 54101 -3.1680 7.34E-05
A_23_P167159  SCRG1 scrapie responsive protein 1 11341 -3.1627 8.00E-09
A_23 P165778  MLPH melanophilin 79083 -3.1093 8.82E-09
A_23_P156708 TNXB tenascin XB 7148 -3.0982 1.57E-09
aldo-keto reductase family 1, member C3 (3-alpha
A 23 P138541  AKR1C3 hydroxysteroid dehydrogenase, type 1) 8644 -3.0952 1.58E-05
solute carrier family 12 (potassium/chloride
A_23_P61688 SLC12A7 transporters), member 7 10723 -3.0920 1.48E-08
A_23_P116414  PLA2G16 phospholipase A2, group XVI 11145 -3.0825 1.70E-06
A_23_P127584  NNMT nicotinamide N-methyltransferase 4837 -3.0785 5.99E-06
A_23 P90436 COMP cartilage oligomeric matrix protein 1311 -3.0762 4.40E-06
A_23 P34345 VCAM1 vascular cell adhesion molecule 1 7412 -3.0753 1.44E-07
A 24 P329795  C10orfl0 chromosome 10 open reading frame 10 11067 -3.0637 6.69E-07
A_23 P204286  MGP matrix Gla protein 4256 -3.0604 5.82E-08
A_24 P90097 ADD3 adducin 3 (gamma) 120 -3.0477 1.38E-04
gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor,
A 23 P159775 GABRE epsilon 2564 -3.0388 1.10E-05
A_24 P50228 Cllorfg87 chromosome 11 open reading frame 87 399947  -3.0259 1.95E-08
A 23 _P399292 NA NA NA -3.0006 4.77E-07
A _32_P108254 FAM20A family with sequence similarity 20, member A 54757 -2.9990 5.57E-07
A 23 P256158 ADRA2C adrenergic, alpha-2C-, receptor 152 -2.9965 2.24E-07
A 24 P382187 IGFBP4 insulin-like growth factor binding protein 4 3487 -2.9961 8.55E-05
A_24 P691826 NA NA NA -2.9941 9.06E-06
A 23 P381261  ADCY4 adenylate cyclase 4 196883 -2.9938 2.47E-08
A_23_P31143 TPD52L1 tumor protein D52-like 1 7164 -2.9697 1.32E-07
A_23_P94230 LY96 lymphocyte antigen 96 23643 -2.9637 3.65E-08
A_24_P274111  CHI3L1 chitinase 3-like 1 (cartilage glycoprotein-39) 1116 -2.9614 3.11E-06
A_23_P399001 CXXC5 CXXC finger 5 51523 -2.9600 5.24E-08
A_23_P416395 STC2 stanniocalcin 2 8614 -2.9595 4.24E-06
A_23_P253982 HOXA4 homeobox A4 3201 -2.8967 1.25E-07
A_24 P254789 COL14A1 collagen, type XIV, alpha 1 7373 -2.8937 3.38E-06
A_23_P57709 PCOLCE2 procollagen C-endopeptidase enhancer 2 26577 -2.8911 1.85E-05
A_23_P433855 RGS4 regulator of G-protein signaling 4 5999 -2.8877 5.24E-08
A_24 P176079  WASF3 WAS protein family, member 3 10810 -2.8733 2.30E-05
A_23_P335920 RPS6KA2 ribosomal protein S6 kinase, 90kDa, polypeptide 2 6196 -2.8644 8.58E-08
A_24_P149124  Ch5orfl3 chromosome 5 open reading frame 13 9315 -2.8587 1.99E-07
A_24 P406754 LOXL4 lysyl oxidase-like 4 84171 -2.8566 1.34E-07
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A_23_P41854 CARD6 caspase recruitment domain family, member 6 84674 -2.8259 2.29E-07

A_32_P201261  C1llorf87 chromosome 11 open reading frame 87 399947  -2.8256 9.52E-08
A_23_P87700 MFAP5 microfibrillar associated protein 5 8076 -2.8244 4.75E-07
A_23_P365685  LIMS3 LIM and senescent cell antigen-like domains 3 96626 -2.8145 1.32E-08
A 23 P114883 FMOD fibromodulin 2331 -2.8144 1.27E-06
A_24 PT77904 HOXA10 homeobox A10 3206 -2.8103 2.22E-08
A_23_P170233 CSTA cystatin A (stefin A) 1475 -2.8094 5.18E-07

fibroblast growth factor 7 (keratinocyte growth

A_23_P14612 FGF7 factor) 2252 -2.8085 5.73E-06
A_23_P167367  PITX2 paired-like homeodomain 2 5308 -2.8068 1.95E-08
A_23_P16523 GDF15 growth differentiation factor 15 9518 -2.8058 6.24E-08
A 24 P788227  FLJ39632 hypothetical LOC642477 642477 -2.7931 4.04E-10
A_23 P421423  TNFAIP2 tumor necrosis factor, alpha-induced protein 2 7127 -2.7668 1.05E-06
A 23 P17998 HES1 hairy and enhancer of split 1, (Drosophila) 3280 -2.7610 3.35E-07
A_23 P201808 PPAP2B phosphatidic acid phosphatase type 2B 8613 -2.7566 8.00E-09
A _23_P86653 SRGN serglycin 5552 -2.7355 8.75E-06
A 23 P415401 KLF9 Kruppel-like factor 9 687 -2.7302 8.84E-07
A 24 _P163009 LOC151009 hypothetical LOC151009 151009 -2.7099 8.13E-08
A 23 P202435  ADD3 adducin 3 (gamma) 120 -2.7056 2.06E-05
A_23_P403445 CGREF1 cell growth regulator with EF-hand domain 1 10669 -2.7030 3.58E-08
A_32_P93584 NA NA NA -2.7018 2.72E-07
A 23 P112634  Cdorf34 chromosome 4 open reading frame 34 201895 -2.6968 7.20E-08
A 23 P218225 QPRT quinolinate phosphoribosyltransferase 23475 -2.6941 9.29E-06
A_23 P50146 SIGLEC15 sialic acid binding Ig-like lectin 15 284266  -2.6838 3.53E-06
A_32_P11262 NA NA NA -2.6774 4.64E-08
A 23 P211468 NA NA NA -2.6728 4.04E-04
A 32 _P231617 TMA4SF1 transmembrane 4 L six family member 1 4071 -2.6699 8.02E-07
A_23_P423331 NTNG2 netrin G2 84628 -2.6563 2.20E-08
A_24 P828496 NA NA NA -2.6490 9.52E-08
A_32_P151544 KRT18 keratin 18 3875 -2.6401 4.98E-07

solute carrier family 1 (glial high affinity gluta-

A_24 P286114  SLC1A3 mate transporter), member 3 6507 -2.6384 3.80E-05
A 23 P141624 KRTAP1-1 keratin associated protein 1-1 81851 -2.6347 3.58E-07
A_23_P90626 CYTIP cytohesin 1 interacting protein 9595 -2.6248 4.13E-06
A_32_P24832 OLFML3 olfactomedin-like 3 56944 -2.6014 5.15E-04
A_23 P435407 GPC4 glypican 4 2239 -2.6009 6.73E-08

nerve growth factor receptor (TNFR superfamily,
A_23 P389897  NGFR member 16) 4804 -2.5987 1.53E-08

A_24_P943894  SCUBE3 signal peptide, CUB domain, EGF-like 3 222663  -2.5987 6.34E-06




A_23_P71037 IL6 interleukin 6 (interferon, beta 2) 3569 -2.5973 4.50E-06
A_23 P202327 ADAM12 ADAM metallopeptidase domain 12 8038 -2.5952 2.39E-05
A_24 P610945 NA NA NA -2.5945 2.89E-04
A_24_P605612 THBS2 thrombospondin 2 7058 -2.5936 6.29E-08
A_23_P7325 BST1 bone marrow stromal cell antigen 1 683 -2.5872 1.78E-07
adenosine deaminase, RNA-specific, B1 (RED1
A_23 P211207 ADARB1 homolog rat) 104 -2.5825 2.54E-06
A 23 P108842  DUSP2 dual specificity phosphatase 2 1844 -2.5570 1.90E-08
A_32_P78816 PSPH phosphoserine phosphatase 5723 -2.5440 1.12E-05
A_23_P114740 CFH complement factor H 3075 -2.5310 5.73E-06
A 32 P66881  TLR4 toll-like receptor 4 7099 -2.5298 6.72E-07
A_23 P133656 LAMA4 laminin, alpha 4 3910 -2.5024 5.91E-07
ADAM metallopeptidase with thrombospondin
A 24 P275073 ADAMTS14  type 1 motif, 14 140766 -2.4970 2.63E-06
A_24 P48057 IRX5 iroquois homeobox 5 10265 -2.4942 3.98E-07
A_32_P205110 FOXC1 forkhead box C1 2296 -2.4858 7.32E-07
A 23 P216361 COL14Al collagen, type XIV, alpha 1 7373 -2.4838 3.29E-05
A_23 P64873 DCN decorin 1634 -2.4797 1.14E-05
A_24 P930062 CXXC5 CXXC finger 5 51523 -2.4757 2.44E-07
A_23 _P122650 NA NA NA -2.4734 1.88E-06
A 23 P3221 SQRDL sulfide quinone reductase-like (yeast) 58472 -2.4692 2.09E-03
A_32_P7516 NA NA NA -2.4640 1.94E-05
vesicle-associated membrane protein 8 (endo-
A_23 P28434 VAMP8 brevin) 8673 -2.4624 6.84E-08
A_23_P128084 ITGA7 integrin, alpha 7 3679 -2.4544 1.80E-07
A_24 P139152 NA NA NA -2.4484 9.32E-03
A 23 P9779 IRX5 iroquois homeobox 5 10265 -2.4483 1.76E-06
A_24 P348861 TTTY15 testis-specific transcript, Y-linked 15 64595 -2.4358 1.02E-05
A 23 P7882 SLC22A23 solute carrier family 22, member 23 63027 -2.4313 1.74E-07
A_23_P75362 NA NA NA -2.4298 2.72E-05
A_23_P215459 ELN elastin 2006 -2.4295 2.88E-05
A_23_P106405 NDN necdin homolog (mouse) 4692 -2.4266 2.35E-06
A 23 _P349966 TMEM130 transmembrane protein 130 222865 -2.4153 2.71E-07
A_24 P416370 HOXB4 homeobox B4 3214 -2.4106 1.11E-05
A_23_P72157 MFSD7 major facilitator superfamily domain containing 7 84179 -2.3964 6.28E-07
A_24 P298224 NAP5 Nck-associated protein 5 344148  -2.3949 3.83E-06
A_23 P344719  SYNJ2 synaptojanin 2 8871 -2.3906 3.80E-03
A_23_P372234  CA12 carbonic anhydrase XII 771 -2.3887 1.04E-03
A_23 P310956 COL6A2 collagen, type VI, alpha 2 1292 -2.3760 3.78E-06
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A_23_P259207  THNSL2 threonine synthase-like 2 (S. cerevisiae) 55258 -2.3700 3.38E-08
A_23_P146554  PTGDS prostaglandin D2 synthase 21kDa (brain) 5730 -2.3688 6.22E-07
A_23_P48717 NPC2 Niemann-Pick disease, type C2 10577 -2.3659 4.24E-06
eukaryotic translation initiation factor 1A, Y-
A_24 P237511  EIF1AY linked 9086 -2.3600 1.56E-06
A_23 P211233  COL6A2 collagen, type VI, alpha 2 1292 -2.3582 1.64E-05
LOC10012816 1001281
A 24 P892612 4 hypothetical LOC100128164 64 -2.3537 2.04E-05
A 23 P399255  RNF182 ring finger protein 182 221687 -2.3486 6.40E-06
A 24 P12573  CCL26 chemokine (C-C motif) ligand 26 10344 -2.3423 5.19E-06
A 23 P156445 DDX43 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 43 55510 -2.3377 1.92E-04
A_23_P363316 HOXB5 homeobox B5 3215 -2.3271 5.14E-05
A_24 P218805 HOXC10 homeobox C10 3226 -2.3200 2.13E-06
A_24 P109661 NA NA NA -2.3125 4.73E-07
A_23_P36546 HOXC10 homeobox C10 3226 -2.3097 2.73E-03
A_23 P55616 NA NA NA -2.3082 1.01E-06
A_32_P85999 CDH13 cadherin 13, H-cadherin (heart) 1012 -2.3018 6.01E-06
A_24 P403417  PTGES prostaglandin E synthase 9536 -2.2977 3.09E-05
A 23 P393034 HAS3 hyaluronan synthase 3 3038 -2.2959 1.36E-05
LFNG O-fucosylpeptide 3-beta-N-
A_23_P8452 LFNG acetylglucosaminyltransferase 3955 -2.2958 5.30E-07
A 23 P216167  PSD3 pleckstrin and Sec7 domain containing 3 23362 -2.2892 3.12E-06
A 23 P368028  TP53I11 tumor protein p53 inducible protein 11 9537 -2.2765 4.73E-07
A 23 P421011 KAZALD1 Kazal-type serine peptidase inhibitor domain 1 81621 -2.2701 5.87E-07
A_32_P37867 KIAA1644 KIAA1644 85352 -2.2666 4.13E-06
A_32_P59308 NA NA NA -2.2604 5.12E-06
sparc/osteonectin, cwcv and kazal-like domains
A_24_P354689  SPOCK1 proteoglycan (testican) 1 6695 -2.2587 6.49E-06
A 23 _P414273 MST150 MSTP150 85027 -2.2576 6.45E-07
A_23_P68031 STAT4 signal transducer and activator of transcription 4 6775 -2.2494 4.77E-07
A_32_P49728 NA NA NA -2.2451 3.09E-05
transient receptor potential cation channel, sub-
A_23_P207911 TRPV2 family V, member 2 51393 -2.2423 3.51E-06
A_24 P643776 NA NA NA -2.2333 2.58E-06
A_24 P128001  ZNF395 zinc finger protein 395 55893 -2.2330 6.17E-04
A_23_P121795  SORBS2 sorbin and SH3 domain containing 2 8470 -2.2309 4.80E-05
A_32_P101031 LYPD1 LY6/PLAUR domain containing 1 116372  -2.2305 3.96E-02
A_23_P422144  FAMA43A family with sequence similarity 43, member A 131583  -2.2305 1.11E-06
A_23 P69030  COLB8AL collagen, type VIII, alpha 1 1295 -2.2286 7.92E-04
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A_24 P563966 NA NA NA -2.2282 1.38E-04
A_23_P7582 TCF7 transcription factor 7 (T-cell specific, HMG-box) 6932 -2.2240 4.15E-08
A_23_P200203 ECHDC2 enoyl Coenzyme A hydratase domain containing 2 55268 -2.2185 2.29E-04
A_23_P152655 ICAM2 intercellular adhesion molecule 2 3384 -2.2169 3.84E-08
A_23_P6771 LMCD1 LIM and cysteine-rich domains 1 29995 -2.2168 7.66E-07
A 24 P912136 NA NA NA -2.2163 4.77E-07
A_23_P105461 CMKLR1 chemokine-like receptor 1 1240 -2.2078 1.79E-04
A_23_P148737 MYBPH myosin binding protein H 4608 -2.2071 1.93E-05
A_24_P48204 SECTM1 secreted and transmembrane 1 6398 -2.2060 6.46E-05
tissue factor pathway inhibitor (lipoprotein-
A_23_P17095 TFPI associated coagulation inhibitor) 7035 -2.1957 5.89E-03
A 23_P219197 RGS3 regulator of G-protein signaling 3 5998 -2.1954 3.27E-06
A_23 P83328 ENG endoglin 2022 -2.1942 2.31E-03
integrin, beta 2 (complement component 3 recep-
A 23 P329573  ITGB2 tor 3 and 4 subunit) 3689 -2.1921 2.45E-07
A 23_P217698  SHOX short stature homeobox 6473 -2.1853 3.77E-05
A 23 P137035 PIR pirin (iron-binding nuclear protein) 8544 -2.1773 8.62E-06
A_32_P1166 NA NA NA -2.1659 1.57E-06
A 23 P150281  TP53I11 tumor protein p53 inducible protein 11 9537 -2.1609 1.62E-07
A 23 P64743 STK38L serine/threonine kinase 38 like 23012 -2.1586 1.57E-05
A 23 P391396 EBF3 early B-cell factor 3 253738  -2.1550 2.80E-05
family with sequence similarity 19 (chemokine
A_23_P304489 FAM19A5 (C-C motif)-like), member A5 25817 -2.1509 4.91E-08
A 23 P112798  CRIP2 cysteine-rich protein 2 1397 -2.1345 1.79E-06
A_24 P206776 CRYAB crystallin, alpha B 1410 -2.1316 4.50E-05
A_23_P88626 ANPEP alanyl (membrane) aminopeptidase 290 -2.1220 2.35E-05
A 23 _P211762 NA NA NA -2.1216 1.94E-02
A_23_P417918 PENK proenkephalin 5179 -2.1184 5.18E-03
A 23 P27734 NPAS1 neuronal PAS domain protein 1 4861 -2.1132 2.59E-07
A_23_P52336 UNC5B unc-5 homolog B (C. elegans) 219699 -2.1073 5.26E-03
A_23_P31810 CEBPD CCAAT /enhancer binding protein (C/EBP), delta 1052 -2.1012 2.01E-05
potassium large conductance calcium-activated
A 23 P19142 KCNMB1 channel, subfamily M, beta member 1 3779 -2.0977 1.13E-04
A_23_P154605 SULF2 sulfatase 2 55959 -2.0901 1.63E-05
A_24 P799048 NA NA NA -2.0898 1.98E-05
A_23_P52986 VWCE von Willebrand factor C and EGF domains 220001 -2.0883 1.39E-05
A_23_P108427 NA NA NA -2.0844 2.16E-05
A_32_P220463 NA NA NA -2.0760 3.39E-05
A_23_P1602 CDC42EP2 CDCA42 effector protein (Rho GTPase binding) 2~ 10435 -2.0748 4.78E-07
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A_23_P374315  C13orf3l chromosome 13 open reading frame 31 144811  -2.0745 4.53E-04
A_23_P56197 CRLF1 cytokine receptor-like factor 1 9244 -2.0727 1.01E-03
A_23_P23155 AJAP1 adherens junctions associated protein 1 55966 -2.0673 5.91E-07
A_23_P3911 PLXDC1 plexin domain containing 1 57125 -2.0672 3.29E-04
A_23_P15876 ALPK2 alpha-kinase 2 115701  -2.0638 6.07E-06
A_23_P339818 ARRDC4 arrestin domain containing 4 91947 -2.0613 1.39E-04
A 24 P746314 NA NA NA -2.0607 1.97E-05
protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor)
A_23_P35414 PPP1R3C subunit 3C 5507 -2.0595 2.24E-05
A_23_P111981  LYNX1 Ly6/neurotoxin 1 66004 -2.0550 1.56E-06
A_23_P201837 MR1 major histocompatibility complex, class I-related 3140 -2.0497 1.92E-06
A_24 P938293 HES1 hairy and enhancer of split 1, (Drosophila) 3280 -2.0483 7.19E-04
core 1 synthase, glycoprotein-N-
acetylgalactosamine 3-beta-galactosyltransferase,
A_23 P252145 C1GALT1 1 56913 -2.0478 5.60E-05
A_23 P255104  LHFPL2 lipoma HMGIC fusion partner-like 2 10184 -2.0468 2.68E-08
A 23 P119353 RASIP1 Ras interacting protein 1 54922 -2.0468 3.51E-03
A 23 P76731 RAGE renal tumor antigen 5891 -2.0377 1.98E-07
A_32_P42574 Clorfl98 chromosome 1 open reading frame 198 84886 -2.0294 1.81E-05
serine palmitoyltransferase, long chain base
A_24_P49260 SPTLC3 subunit 3 55304 -2.0280 5.60E-06
A_23_P251841 NRXN3 neurexin 3 9369 -2.0266 2.35E-05
A 23 P154875 BACE2 beta-site APP-cleaving enzyme 2 25825 -2.0259 1.04E-05
A_23_P121441 NLGN4Y neuroligin 4, Y -linked 22829 -2.0208 4.39E-05
A_23_P208991 PALM paralemmin 5064 -2.0163 5.87E-07
G protein-coupled receptor, family C, group 5,
A_23_P38167 GPRC5C member C 55890 -2.0125 2.04E-07
A_24 P218151 CPA4 carboxypeptidase A4 51200 -2.0116 3.37E-06
A_23_P26945 NAGLU N-acetylglucosaminidase, alpha- 4669 -2.0070 1.54E-06
A 24 P330518 CAl2 carbonic anhydrase XII 771 -2.0061 3.47E-02
LOC10013100 1001310
A_23 P309619 4 hypothetical protein LOC100131004 04 -2.0005 2.97E-07
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Tabelle 17: Die 50 hachst signifikant unterschiedlich exprimierten Gene in Stro1™ und Stro1*®¥. Darge-
stellt sind die Gene entsprechend den 50 niedrigsten FDR- Werte und eines | logFC| >2.

AgilentlD Symbol Name GenelD logFC ZK-BK FDR
A_23_P324384 RPS4Y?2 ribosomal protein S4, Y -linked 2 140032  -8.7254 2.35E-14
A_23_P259314 RPS4Y1 ribosomal protein S4, Y-linked 1 6192 -8.4651 2.38E-11

insulin-like growth factor binding protein 2,
A 23 P119943 IGFBP2 36kDa 3485 -6.4806 1.71E-13
A 23 P137665  CHI3L1 chitinase 3-like 1 (cartilage glycoprotein-39) 1116 -6.4715 2.96E-11
A 23 P307310  ACAN aggrecan 176 -6.4296 1.36E-10
A_23_P25150 HOXC9 homeobox C9 3225 -6.1484 1.07E-11
cytochrome P450, family 1, subfamily B, poly-
A 23 P209625 CYP1B1  peptide1 1545 6.1211 1.49E-09
A _32_P200697 FAMI101A family with sequence similarity 101, member A 144347  -6.0943 4.02E-10
A 23_P156970  MEST mesoderm specific transcript homolog (mouse) ~ 4232 -5.4930 4.64E-11
A 23_P218928  C4orf18 chromosome 4 open reading frame 18 51313 -5.4836 4.25E-11
A 24 P766716 CMKLR1 chemokine-like receptor 1 1240 -5.4220 4.04E-10
A 23 P202269  ANK3 ankyrin 3, node of Ranvier (ankyrin G) 288 -5.0805 4.23E-11
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 3,
A 23 _P217797  DDX3Y Y-linked 8653 -4.8566 2.05E-10
A_23_P69497 CLEC3B  C-type lectin domain family 3, member B 7123 -4.7588 1.06E-09
immunoglobulin superfamily containing leu-
A_23_P3312 ISLR cine-rich repeat 3671 -4.6566 2.38E-11
A_23 P200737 RGS4 regulator of G-protein signaling 4 5999 -4.6146 8.36E-11
A_24 P892472 EMX20S EMX2 opposite strand (non-protein coding) 196047 -4.5698 7.54E-11
A_24 P399220 HOXB3 homeobox B3 3213 -4.4917 1.63E-09
A_23_P66682 HOXB6 homeobox B6 3216 -4.4624 1.19E-10
A_23_P500998 HOXA9 homeobox A9 3205 -4.4367 2.24E-09
KIAA119
A_32_P161855 9 KIAA1199 57214 -4.4253 2.88E-10
A_23_P66798 KRT19 keratin 19 3880 -4.2479 9.88E-11
A_32_P387648 FLG filaggrin 2312 -4.1756 9.13E-10
A_23_P206022 ITGA1l integrin, alpha 11 22801 -4.1066 1.63E-09
A_24 P34199 FLG filaggrin 2312 -3.9676 5.83E-10
UDP-N-acetyl-alpha-D-
galactosamine:polypeptide
A_23_P306105 GALNT1 acetylgalactosaminyltransferase 1 (GaINAc-T1) 2589 -3.9119 7.95E-10
ALDH1A
A_23_P205959 3 aldehyde dehydrogenase 1 family, member A3~ 220 -3.7514 8.45E-10
A_23_P40574 CRYBB2 crystallin, beta B2 1415 -3.6743 8.01E-11
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A_23_P406025 PRUNE2  prune homolog 2 (Drosophila) 158471  -3.6488 4.43E-11
A_23_P44264 EMX2 empty spiracles homeobox 2 2018 -3.6403 2.05E-10
A_23_P153745  IFI30 interferon, gamma-inducible protein 30 10437 -3.5605 2.58E-10
RP11-

A_24 P652609  138L21.1 similar to cell recognition molecule CASPR3 389722  -3.5322 6.23E-10
A_24 P288890 FAM101A family with sequence similarity 101, member A 144347  -3.4886 2.88E-10
A_24 P931443  GPR68 G protein-coupled receptor 68 8111 -3.3188 1.95E-09
A_23_P53126 LMO2 LIM domain only 2 (rhombotin-like 1) 4005 -3.2221 9.58E-10
A_23_P390504 FOXC1 forkhead box C1 2296 -3.2176 2.24E-09
A_23 P156708 TNXB tenascin XB 7148 -3.0982 1.57E-09
A_24 P788227  FLJ39632 hypothetical LOC642477 642477 -2.7931 4.04E-10
A_23 P315815 NRG1 neuregulin 1 3084 2.5441 1.62E-09
A 23 P118254 FOXF1 forkhead box F1 2294 3.6713 7.54E-11
A_23 P79482 CHN1 chimerin (chimaerin) 1 1123 3.8634 1.75E-09
A_23 P154566  TOX2 TOX high mobility group box family member 2 84969 3.9195 2.24E-11

matrix metallopeptidase 3 (stromelysin 1,
A 23 P161698 MMP3 progelatinase) 4314 3.9550 1.36E-10
A_23 P145054 FAM162B family with sequence similarity 162, member B 221303  4.3129 1.50E-09
A 23 P337262 APCDD1 adenomatosis polyposis coli down-regulated 1 147495 43571 2.56E-10
A 23 _P406385 FBXL16 F-box and leucine-rich repeat protein 16 146330 4.5165 4.04E-10

UDP-N-acetyl-alpha-D-

galactosamine:polypeptide

acetylgalactosaminyltransferase 14 (GalNAc-
A_23 _P67847 GALNT14 T14) 79623 47422 3.48E-11
A_23 P39955 ACTG2 actin, gamma 2, smooth muscle, enteric 72 5.0083 1.07E-11
A 24 P664891 COX6Al  cytochrome ¢ oxidase subunit Vla polypeptide 1 1337 5.5930 3.00E-10

Tabelle 18: Die wichtigsten Hox-Gene, die an der Morphogenese von Kérperstrukturen beteiligt sind und in
den Stro1*“€ und Stro1*® exprimiert sind. Die Gene sind absteigend nach logFC sortiert. Signifikante Unter-

schiede bestehen bei einer FDR<5 % und | logFC| >0,5.

AgilentiD Symbol Name GenelD  logFC ZK-BK FDR
A_23_P25150 HOXC9 homeobox C9 3225 -6.1484 1.07E-11
A_23_P70968 HOXA7 homeobox A7 3204 -4.5540 2.20E-08
A_24 P399220 HOXB3 homeobox B3 3213 -4.4917 1.63E-09
A_24 P124558 HOXCS8 homeobox C8 3224 -4.4718 2.84E-08
A_23_P500998 HOXA9 homeobox A9 3205 -4.4367 2.24E-09
A_23 _P107283 HOXB2 homeobox B2 3212 -4.3741 2.18E-07
A_23 P398476 HOXCS8 homeobox C8 3224 -3.3543 2.93E-06
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A_23_P167367  PITX2 paired-like homeodomain 2 5308 -2.8068 1.95E-08
A_24 P416370 HOXB4 homeobox B4 3214 -2.4106 1.11E-05
A_23_P36546 HOXC10 homeobox C10 3226 -2.3097 2.73E-03
A_23_P217698 SHOX short stature homeobox 6473 -2.1853 3.77E-05
A_23_P55281 HOXB7 homeobox B7 3217 -1.8674 1.10E-06
A_24_P319736 MEIS1 Meis homeobox 1 4211 -1.7987 7.47E-06
A_23_P210164 HOXD8 homeobox D8 3234 -1.3734 8.54E-04
A_23_P323180 HOXD3 homeobox D3 3232 -1.3546 4.54E-04
A 23 P78061  LHX1 LIM homeobox 1 3975 -1.3467 5.60E-03
A 23 P28120 SIX2 SIX homeobox 2 10736 -1.2063 7.19E-05
A 24 P33077 HOXB2 homeobox B2 3212 -1.1953 4.12E-03
A_23 P56404 EN1 engrailed homeobox 1 2019 -0.9334 2.21E-03
A 23 P316511 HOXB3 homeobox B3 3213 -0.9196 9.78E-03
A 23_P253375 CUX1 cut-like homeobox 1 1523 -0.8383 1.53E-02
A 23 P2344 HOXC6 homeobox C6 3223 -0.7828 9.56E-01
A_24 P296587 DLX3 distal-less homeobox 3 1747 -0.7639 1.00E+00
A 23 _P76654 CDX2 caudal type homeobox 2 1045 -0.5858 4.02E-01
A 23 P22761 SHOX short stature homeobox 6473 -0.5167 1.00E+00
A 23 P124384  SHOX2 short stature homeobox 2 6474 -0.4966 8.50E-01
A 23 _P79458 LBX2 ladybird homeobox 2 85474 -0.4658 1.00E+00
A 23 P131428  VAX2 ventral anterior homeobox 2 25806 -0.4461 2.82E-01
A_23 _P429383 HOXD9 homeobox D9 3235 -0.4351 4.19E-01
A_32_P98914 MEIS1 Meis homeobox 1 4211 -0.4093 4.58E-01
A 23 P134433 EN2 engrailed homeobox 2 2020 -0.3534 1.00E+00
A_23_P59138 POUSF1 POU class 5 homeobox 1 5460 -0.2800 1.00E+00
A_23_P49810 HOXB7 homeobox B7 3217 -0.2753 1.00E+00
A 23 P308552 DLX3 distal-less homeobox 3 1747 -0.2595 1.00E+00
A_23_P340271 LMX1A LIM homeobox transcription factor 1, alpha 4009 -0.1812 1.00E+00
A_23_P27013 HOXB9 homeobox B9 3219 -0.1776 1.00E+00
A_23 _P121106 HESX1 HESX homeobox 1 8820 -0.1609 1.00E+00
A 24 P227065  PITX3 paired-like homeodomain 3 5309 -0.1585 1.00E+00
A 23 P58642 PITX1 paired-like homeodomain 1 5307 -0.1560 1.00E+00
A_23_P58788 CDX1 caudal type homeobox 1 1044 -0.1502 1.00E+00
A_24_P300021 SHOX2 short stature homeobox 2 6474 -0.1196 1.00E+00
A_23_P306223 ARX aristaless related homeobox 170302 -0.0988 1.00E+00
A_23_P83798 ALX1 ALX homeobox 1 8092 -0.0598 1.00E+00
A_23_P86493 LBX1 ladybird homeobox 1 10660 -0.0342 1.00E+00
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A_23 P161792 ALX4 ALX homeobox 4 60529 0.0066 1.00E+00
A_23 P157545 NKX3-1 NK3 homeobox 1 4824 0.0563 1.00E+00
A_24 P383640 POUSF1P3  POU class 5 homeobox 1 pseudogene 3 642559 0.0602 1.00E+00
A_32_P204205  SIX4 SIX homeobox 4 51804 0.0649 1.00E+00
A_23 P326885  SIX4 SIX homeobox 4 51804 0.1633 1.00E+00
A 32_P132563  POUSF1 POU class 5 homeobox 1 5460 0.2568 1.00E+00
A_23 P135848  PROP1 PROP paired-like homeobox 1 5626 0.3546 1.00E+00
A_24 P220454  CUX1 cut-like homeobox 1 1523 0.4397 1.00E+00
A 24 P144601 POUS5F1 POU class 5 homeobox 1 5460 0.4596 1.00E+00
pyruvate dehydrogenase complex, compo-
A_23_P36266 PDHX nent X 8050 0.7585 3.65E-02
A_23 P403466  DLX1 distal-less homeobox 1 1745 0.8123 3.25E-02
A_23 P318262  DLX5 distal-less homeobox 5 1749 0.8141 4.49E-01
A_24 P132006  MSX2 msh homeobox 2 4488 1.0143 4.54E-03
A_23 P28595 DLX2 distal-less homeobox 2 1746 1.1143 6.63E-04
A _32_P169179 MSX2P1 msh homeobox 2 pseudogene 1 55545 1.1823 1.57E-02
A_24 P45980 DLX2 distal-less homeobox 2 1746 1.3844 1.47E-05
A 23 P47034 HHEX hematopoietically expressed homeobox 3087 1.3910 4.27E-04
A 23 P28598 DLX2 distal-less homeobox 2 1746 1.4414 2.11E-05
A_23 P76914 SIX1 SIX homeobox 1 6495 2.3715 4.30E-06
A_32_P142818 DLX1 distal-less homeobox 1 1745 2.4551 3.84E-08
A_24 _P345837 MSX1 msh homeobox 1 4487 2.5959 2.15E-06
A_23_P75002 MKX mohawk homeobox 283078 3.7522 8.74E-07
A_23_P110430 MSX1 msh homeobox 1 4487 3.9312 8.03E-09
A_24 P326491 MKX mohawk homeobox 283078 41111 1.11E-07
A_23_P32279 BARX1 BARX homeobox 1 56033 4.1262 8.00E-09

Tabelle 19: Darstellung der Gene, die an der inhibition of matrix metalloproteases beteiligt sind und sich in
Stro1*# und Stro1*®¢ in ihrer Genexpression signifikant unterscheiden. Die Gene sind aufsteigend nach

logFC sortiert.

AgilentiD Symbol Name GenelD  logFC ZK-BK FDR
A_23 P62021 THBS2 thrombospondin 2 7058 -3.4588 2.46E-08
A_23_P202327 ADAM12 ADAM metallopeptidase domain 12 8038 -2.5952 2.39E-05
A_24 P605612 THBS2 thrombospondin 2 7058 -2.5936 6.29E-08
A_23 _P16944 SDC1 syndecan 1 6382 2.0763 3.29E-04

matrix metallopeptidase 3 (stromelysin 1, progela-
A_ 23 P161698 MMP3 tinase) 4314 3.9550 1.36E-10
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Tabelle 20: Darstellung der Gene, die am integrin signaling beteiligt sind und sich in Stro1**< und Stro1*®"
in ihrer Genexpression signifikant unterscheiden. Die Gene sind aufsteigend nach logFC sortiert.

AgilentlD Symbol GenelD  logFC ZK-BK FDR
A_23 P206022 ITGAll integrin, alpha 11 22801 -4.1066 1.63E-09
A_23 P128084 ITGA7 integrin, alpha 7 3679 2.4544 1.80E-07

integrin, beta 2 (complement component 3 recep-
A_23 P320573 ITGB2 tor 3 and 4 subunit) 3689 -2.1921 2.45E-07
A_23 P142849 RND3 Rho family GTPase 3 390 2.1955 4.98E-08
integrin, alpha 2 (CD49B, alpha 2 subunit of
A_32_P208076 ITGA2 VLA-2 receptor) 3673 2.2154 8.09E-06
A_23 P210176 ITGA6 integrin, alpha 6 3655 2.4769 4.29E-06
A 23_P39955 ACTG2 actin, gamma 2, smooth muscle, enteric 72 5.0083 1.07E-11

Tabelle 21: Darstellung der Gene, die am notch signaling beteiligt sind und sich in Stro1* und Stro1*® in
ihrer Genexpression signifikant unterscheiden. Die Gene sind aufsteigend nach logFC sortiert.

AgilentID Symbol GenelD  logFC ZK-BK FDR
A 23 P17998 HES1 hairy and enhancer of split 1, (Drosophila) 3280 -2.7610 3.35E-07
LFNG O-fucosylpeptide
A_23_P8452 LFNG acetylglucosaminyltransferase 3955 -2.2958 5.30E-07
A_24 P938293 HES1 hairy and enhancer of split 1, (Drosophila) 3280 -2.0483 7.19E-04

Tabelle 22: Darstellung der Gene, die am IL-17 signaling beteiligt sind und sich in Stro1** und Stro1*® in
ihrer Genexpression signifikant unterscheiden. Die Gene sind aufsteigend nach logFC sortiert.

AgilentiD Symbol GenelD  logFC ZK-BK FDR
A_23 P89431 CCL2 chemokine (C-C motif) ligand 2 6347 -3.8174 7.76E-09
A_23_P71037 IL6 interleukin 6 (interferon, beta 2) 3569 -2.5973 4.50E-06
chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (melanoma

A_23_P7144 CXCL1 growth stimulating activity, alpha) 2919 2.1093 6.63E-08
matrix metallopeptidase 3 (stromelysin 1, progela-

A_23_P161698 MMP3 tinase) 4314 3.9550 1.36E-10
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Tabelle 23: Darstellung der Gene, die am BMP signaling pathway beteiligt sind und sich in Stro1** und

Stro1*®¢ in ihrer Genexpression signifikant unterscheiden. Die Gene sind aufsteigend nach logFC sortiert.

AgilentlD Symbol Name GenelD  logFC ZK-BK FDR
A_23_P25150 HOXC9 homeobox C9 3225 -6.1484 1.07E-11
A_23_P167367 PITX2 paired-like homeodomain 2 5308 -2.8068 1.95E-08

gremlin 1, cysteine knot superfamily, homolog
A_23_P432947 GREM1 (Xenopus laevis) 26585 2.4881 2.71E-04

Tabelle 24: Darstellung der Gene, die am TGF-£ signaling beteiligt sind und sich in Stro1™** und Stro1*®€ in

ihrer Genexpression signifikant unterscheiden. Die Gene sind aufsteigend nach logFC sortiert.

AgilentlD Symbol Name GenelD logFC ZK-BK FDR
A _23_P25150 HOXC9 homeobox C9 3225 -6.1484 1.07E-11
A_23 P167367  PITX2 paired-like homeodomain 2 5308 -2.8068 1.95E-08
serpin peptidase inhibitor, clade E (nexin,
plasminogen activator inhibitor type 1),
A 24 P158089  SERPINE1  member 1 5054 2.4935 3.72E-05

Tabelle 25: Ubersicht der

zuzuordnen sind.

exprimierten Gene in Stro1™ und Stro1*®¥, die dem Term bone mineralization

AgilentID Symbol Name GenelD logFC ZK-BK FDR
A_23 P100196 USP10 ubiquitin specific peptidase 10 9100 1.0721 1.77E-03
A_23_P100127  CASC5 cancer susceptibility candidate 5 57082 1.1342 1.47E-02
A_23_P100011  AP3S2 adaptor-related protein complex 3, sigma 2 subunit 10239 0.3104 1.00E+00
A_23_P100189 PRM1 protamine 1 5619 0.1142 1.00E+00
A_23_P100074  AVEN apoptosis, caspase activation inhibitor 57099 -0.0154 1.00E+00
A_23 _P100133 ATMIN ATM interactor 23300 -0.3005 1.00E+00
A_23_P100141 UNKL unkempt homolog (Drosophila)-like 64718 -0.1705 1.00E+00
A_23_P100092  ZSCAN29 zinc finger and SCAN domain containing 29 146050 0.2651 1.00E+00
A 23 _P100156 TMEM127 transmembrane protein 127 55654 0.1968 1.00E+00
A_23_P100001 FAM174B family with sequence similarity 174, member B 400451  0.0294 1.00E+00
A_23_P100103  VPS39 vacuolar protein sorting 39 homolog (S. cerevisiae) 23339 -0.0724 1.00E+00
A_23_P100111 CHP calcium binding protein P22 11261 0.1661 1.00E+00
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Tabelle 26: Ubersicht der exprimierten Gene in Stro1™ und Stro1*®, die dem Term calcium ion binding
and homeostasis zuzuordnen sind.

AgilentlD Symbol Name GenelD  logFC ZK-BK FDR
A_23_P100196 USP10 ubiquitin specific peptidase 10 9100 1.0721 1.77E-03
A_23_P100127 CASC5 cancer susceptibility candidate 5 57082 1.1342 1.47E-02
A_23_P100315 DECR2 2,4-dienoyl CoA reductase 2, peroxisomal 26063 -1.5032 2.98E-02
A_23_P100156 TMEM127 transmembrane protein 127 55654 0.1968 1.00E+00
A_23_P100326 C160rf35 chromosome 16 open reading frame 35 8131 0.4080 1.00E+00

vacuolar protein sorting 39 homolog (S. cere-
A 23_P100103 VPS39 visiae) 23339 -0.0724 1.00E+00
A_23 P100220 RBM35B  RNA binding motif protein 35B 80004 -0.0908 1.00E+00
A_23 P100141 UNKL unkempt homolog (Drosophila)-like 64718 -0.1705 1.00E+00
A _23_P100263 CMIP c-Maf-inducing protein 80790 -0.4657 1.00E+00
A _23_P100292 ZNF598 zinc finger protein 598 90850 0.3781 1.00E+00

adaptor-related protein complex 3, sigma 2 subu-
A_23_P100011 AP3S2 nit 10239 0.3104 1.00E+00
A _23_P100074 AVEN apoptosis, caspase activation inhibitor 57099 -0.0154 1.00E+00
A 23 _P100189 PRM1 protamine 1 5619 0.1142 1.00E+00
A 23 _P100203 HSBP1 heat shock factor binding protein 1 3281 0.2794 1.00E+00
A_23 P100001 FAM174B family with sequence similarity 174, member B 400451 0.0294 1.00E+00
A 23 P100092 ZSCANZ29 zinc finger and SCAN domain containing 29 146050 0.2651 1.00E+00
A_23 P100133 ATMIN ATM interactor 23300 -0.3005 1.00E+00
A 23 P100111 CHP calcium binding protein P22 11261 0.1661 1.00E+00

Tabelle 27: Ubersicht der exprimierten Gene in Stro1*** und Stro1*®*, die dem Term cartilage condensation
zuzuordnen sind.

AgilentiD Symbol Name GenelD  logFC ZK-BK FDR
A_23_P100127 CASCS5 cancer susceptibility candidate 5 57082 1.1342 1.47E-02
A_23_P100074  AVEN apoptosis, caspase activation inhibitor 57099 -0.0154 1.00E+00
A_23_P100092  ZSCANZ29 zinc finger and SCAN domain containing 29 146050 0.2651 1.00E+00

vacuolar protein sorting 39 homolog (S. cere-
A_23_P100103  VPS39 visiae) 23339 -0.0724 1.00E+00
A_23_P100111 CHP calcium binding protein P22 11261 0.1661 1.00E+00
A_23_P100001 FAM174B family with sequence similarity 174, member B 400451 0.0294 1.00E+00
adaptor-related protein complex 3, sigma 2
A_23_P100011  AP3S2 subunit 10239 0.3104 1.00E+00
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Tabelle 28: Ubersicht der exprimierten Gene in Stro1*** und Stro1*®¥, die dem Term cell proliferation zuzu-

ordnen sind.

AgilentlD Symbol Name GenelD  logFC ZK-BK FDR
A_23_P100344  ORC6L origin recognition complex, subunit 6 like (yeast) 23594 1.6502 7.56E-05
A_23_P100355  PPP4C protein phosphatase 4 (formerly X), catalytic subunit 5531 1.2464 1.53E-03
A_23_P100196  USP10 ubiquitin specific peptidase 10 9100 1.0721 1.77E-03
A_23_P100486 VKORC1 vitamin K epoxide reductase complex, subunit 1 79001 -1.0385 5.02E-03
A_23 P100127 CASC5 cancer susceptibility candidate 5 57082 1.1342 1.47E-02
A_23_P100315 DECR2 2,4-dienoyl CoA reductase 2, peroxisomal 26063 -1.5032 2.98E-02

TMEM17
A_23_P100517 OA transmembrane protein 170A 124491 0.7575 4.10E-02
transcription elongation factor B (SllI), polypeptide
A 23 P100392 TCEB2 2 (18kDa, elongin B) 6923 0.5897 3.79E-01
A 23_P100420 ZCCHC14 zinc finger, CCHC domain containing 14 23174 0.4066 6.32E-01
A_23 P100111 CHP calcium binding protein P22 11261 0.1661 1.00E+00
methenyltetrahydrofolate synthetase domain contai-
A 23 P100455 MTHFSD ning 64779 -0.2887 1.00E+00
A 23 P100092  ZSCANZ29 zinc finger and SCAN domain containing 29 146050 0.2651 1.00E+00
TMEM12
A 23 P100156 7 transmembrane protein 127 55654 0.1968 1.00E+00
A 23 P100413 EXOSC6  exosome component 6 118460 0.0864 1.00E+00
A 23 P100141 UNKL unkempt homolog (Drosophila)-like 64718 -0.1705 1.00E+00
A 23 P100011  AP3S2 adaptor-related protein complex 3, sigma 2 subunit 10239 0.3104 1.00E+00
A_23_P100189 PRM1 protamine 1 5619 0.1142 1.00E+00
A_23 P100441 NIP30 NEFA-interacting nuclear protein NIP30 80011 -0.3137 1.00E+00
A 23 P100478 MYST1 MYST histone acetyltransferase 1 84148 0.1537 1.00E+00
A_23_P100074  AVEN apoptosis, caspase activation inhibitor 57099 -0.0154 1.00E+00
A_23_P100263 CMIP c-Maf-inducing protein 80790 -0.4657 1.00E+00
A_23_P100001 FAM174B family with sequence similarity 174, member B 400451 0.0294 1.00E+00
A_23_P100220 RBM35B  RNA binding motif protein 35B 80004 -0.0908 1.00E+00
A_23_P100292  ZNF598 zinc finger protein 598 90850 0.3781 1.00E+00
A_23_P100501 HMOX2 heme oxygenase (decycling) 2 3163 -0.1899 1.00E+00
A_23_P100469  TXNL4B thioredoxin-like 4B 54957 0.2692 1.00E+00
A_23_P100133 ATMIN ATM interactor 23300 -0.3005 1.00E+00
A_23_P100203  HSBP1 heat shock factor binding protein 1 3281 0.2794 1.00E+00
A_23_P100386 1L34 interleukin 34 146433 0.0829 1.00E+00
A_23_P100341  ORC6L origin recognition complex, subunit 6 like (yeast) 23594 0.2026 1.00E+00
A_23_P100326  C160rf35 chromosome 16 open reading frame 35 8131 0.4080 1.00E+00
A_23_P100408 NTN3 netrin 3 4917 -0.0364 1.00E+00
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A_23_P100499

ROGDI

rogdi homolog (Drosophila)

79641

-0.2679

1.00E+00

A _23_P100103

VPS39

vacuolar protein sorting 39 homolog (S. cerevisiae)

23339

-0.0724

1.00E+00

Tabelle 29: Ubersicht der exprimierten Gene in Stro1**< und Stro1*®*, die dem Term collagens zuzuordnen

sind.
AgilentlD Symbol Name GenelD  logFC ZK-BK FDR
A_23_P100344  ORC6L origin recognition complex, subunit 6 like (yeast) 23594 1.6502 7.56E-05
protein phosphatase 4 (formerly X), catalytic
A_23_P100355 PPP4C subunit 5531 1.2464 1.53E-03
A_23_P100196 USP10 ubiquitin specific peptidase 10 9100 1.0721 1.77E-03
A_23 P100127  CASC5 cancer susceptibility candidate 5 57082 1.1342 1.47E-02
A 23_P100315 DECR2 2,4-dienoyl CoA reductase 2, peroxisomal 26063 -1.5032 2.98E-02
transcription elongation factor B (SlllI), polypep-
A_23 P100392 TCEB2 tide 2 (18kDa, elongin B) 6923 0.5897 3.79E-01
adaptor-related protein complex 3, sigma 2 subu-
A_23_P100011  AP3S2 nit 10239 0.3104 1.00E+00
A 23 P100263 CMIP c-Maf-inducing protein 80790 -0.4657 1.00E+00
A 23 P100133 ATMIN ATM interactor 23300 -0.3005 1.00E+00
A 23 P100141 UNKL unkempt homolog (Drosophila)-like 64718 -0.1705 1.00E+00
A_23 P100001 FAM174B family with sequence similarity 174, member B 400451 0.0294 1.00E+00
A 23 P100111 CHP calcium binding protein P22 11261 0.1661 1.00E+00
A_23 P100203 HSBP1 heat shock factor binding protein 1 3281 0.2794 1.00E+00
A_23_P100220 RBM35B  RNA binding motif protein 35B 80004 -0.0908 1.00E+00
A 23 _P100156 TMEM127 transmembrane protein 127 55654 0.1968 1.00E+00
A_23_P100074  AVEN apoptosis, caspase activation inhibitor 57099 -0.0154 1.00E+00
A_23_P100341  ORC6L origin recognition complex, subunit 6 like (yeast) 23594 0.2026 1.00E+00
A_23_P100326  Cl60rf35 chromosome 16 open reading frame 35 8131 0.4080 1.00E+00
vacuolar protein sorting 39 homolog (S. cere-
A_23_P100103 VPS39 visiae) 23339 -0.0724 1.00E+00
A_23_P100292  ZNF598 zinc finger protein 598 90850 0.3781 1.00E+00
A_23_P100189 PRM1 protamine 1 5619 0.1142 1.00E+00
A_23_P100386 1L34 interleukin 34 146433 0.0829 1.00E+00
A_23_P100092  ZSCAN29 zinc finger and SCAN domain containing 29 146050 0.2651 1.00E+00
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Tabelle 30: Ubersicht der exprimierten Gene in Stro1*** und Stro1*®¥, die dem Term growth-factors and
receptors zuzuordnen sind.

AgilentID Symbol Name GenelD  logFC ZK-BK FDR
A_23_P100344  ORC6L origin recognition complex, subunit 6 like (yeast) 23594 1.6502 7.56E-05
A_23_P100754  SMURF2 SMAD specific E3 ubiquitin protein ligase 2 64750 1.2763 3.76E-04
A_23_P100711  PMP22 peripheral myelin protein 22 5376 -1.1458 5.87E-04

protein phosphatase 4 (formerly X), catalytic
A_23_P100355 PPP4C subunit 5531 1.2464 1.53E-03
A_23_P100196  USP10 ubiquitin specific peptidase 10 9100 1.0721 1.77E-03
A_23 P100868  MYO19 myosin X1X 80179 1.4185 4.59E-03
A_23_P100486 VKORC1 vitamin K epoxide reductase complex, subunit 1 79001 -1.0385 5.02E-03

proteasome (prosome, macropain) subunit, beta
A 23 P100576  PSMB3 type, 3 5691 0.8162 1.07E-02
A_23 P100127  CASC5 cancer susceptibility candidate 5 57082 1.1342 1.47E-02
A_23 P100632  HN1 hematological and neurological expressed 1 51155 0.7932 1.58E-02
A_23 P100315 DECR2 2,4-dienoyl CoA reductase 2, peroxisomal 26063 -1.5032 2.98E-02
A 23 P100517 TMEM170A transmembrane protein 170A 124491 0.7575 4.10E-02
A_23 P100704 MAPK?7 mitogen-activated protein kinase 7 5598 -0.4508 2.92E-01
A 23 _P100654 ZBTB4 zinc finger and BTB domain containing 4 57659 -0.6914 3.24E-01

transcription elongation factor B (SIlI), polypep-
A_23_P100392 TCEB2 tide 2 (18kDa, elongin B) 6923 0.5897 3.79E-01
A_23 P100522 DNAH3 dynein, axonemal, heavy chain 3 55567 -0.9416 5.69E-01
A 23 P100420 ZCCHC14 zinc finger, CCHC domain containing 14 23174 0.4066 6.32E-01
A 23 P100413 EXOSC6 exosome component 6 118460 0.0864 1.00E+00
A_23_P10060 NA NA NA -0.1679 1.00E+00
A_23_P10081 ARL13B ADP-ribosylation factor-like 13B 200894 -0.0049 1.00E+00
A_23_P100499 ROGDI rogdi homolog (Drosophila) 79641 -0.2679 1.00E+00
A_23_P100189 PRM1 protamine 1 5619 0.1142 1.00E+00
A_23_P100092  ZSCAN29 zinc finger and SCAN domain containing 29 146050 0.2651 1.00E+00
A 23 P100478 MYST1 MYST histone acetyltransferase 1 84148 0.1537 1.00E+00
A_23_P100141  UNKL unkempt homolog (Drosophila)-like 64718 -0.1705 1.00E+00

serpin peptidase inhibitor, clade F (alpha-2 an-

tiplasmin, pigment epithelium derived factor),
A_23_P100660 SERPINF1 member 1 5176 -0.4134 1.00E+00
A_23_P100292  ZNF598 zinc finger protein 598 90850 0.3781 1.00E+00

vacuolar protein sorting 39 homolog (S. cere-
A_23_P100103  VPS39 visiae) 23339 -0.0724 1.00E+00
A_23_P100326  C160rf35 chromosome 16 open reading frame 35 8131 0.4080 1.00E+00
A_23_P100001 FAM174B family with sequence similarity 174, member B 400451 0.0294 1.00E+00

95



A_23_P100341  ORC6L origin recognition complex, subunit 6 like (yeast) 23594 0.2026 1.00E+00
A_23_P100441  NIP30 NEFA-interacting nuclear protein NIP30 80011 -0.3137 1.00E+00
A_23 P100408  NTN3 netrin 3 4917 -0.0364 1.00E+00
upstream binding transcription factor, RNA poly-
A_23_P100779 UBTF merase | 7343 0.4249 1.00E+00
A_23_P100642  PNMT phenylethanolamine N-methyltransferase 5409 0.5206 1.00E+00
A_23_P100203  HSBP1 heat shock factor binding protein 1 3281 0.2794 1.00E+00
A_23_P100788  STATS5B signal transducer and activator of transcription 5B 6777 0.0803 1.00E+00
A_23_P100693 HELZ helicase with zinc finger 9931 0.2375 1.00E+00
Smg-6 homolog, nonsense mediated mRNA decay
A _23_P100676  SMG6 factor (C. elegans) 23293 -0.1498 1.00E+00
A_23_P100764  SLC25A39  solute carrier family 25, member 39 51629 -0.4878 1.00E+00
A_23 P100111 CHP calcium binding protein P22 11261 0.1661 1.00E+00
A_23 P100386  IL34 interleukin 34 146433 0.0829 1.00E+00
methenyltetrahydrofolate  synthetase ~ domain
A_23 P100455  MTHFSD containing 64779 -0.2887 1.00E+00
A_23_P100220 RBM35B RNA binding motif protein 35B 80004 -0.0908 1.00E+00
A_23_P100469  TXNL4B thioredoxin-like 4B 54957 0.2692 1.00E+00
A_23_P100990 KRT38 keratin 38 8687 -0.2098 1.00E+00
A 23 P100133  ATMIN ATM interactor 23300 -0.3005 1.00E+00
signal transducer and activator of transcription 3
A 23 P100795  STAT3 (acute-phase response factor) 6774 -0.0428 1.00E+00
A 23 P100883  SUZz12 suppressor of zeste 12 homolog (Drosophila) 23512 0.0410 1.00E+00
A_23 P101007 NOTUM notum pectinacetylesterase homolog (Drosophila) 147111 -0.0560 1.00E+00
adaptor-related protein complex 3, sigma 2 subu-
A_23 P100011  AP3S2 nit 10239 0.3104 1.00E+00
A_23_P10077 PNPLA2 patatin-like phospholipase domain containing 2 57104 -0.3421 1.00E+00
A 23 P100602 TBCD tubulin folding cofactor D 6904 -0.1330 1.00E+00
A_23_P100556 EXOC7 exocyst complex component 7 23265 -0.2765 1.00E+00
G protein-coupled receptor Kinase interacting
A_23_P100912 GIT1 ArfGAP 1 28964 -0.1473 1.00E+00
A_23_P100963  SPNS3 spinster homolog 3 (Drosophila) 201305 0.2361 1.00E+00
A_23_P100074  AVEN apoptosis, caspase activation inhibitor 57099 -0.0154 1.00E+00
A_23_P100263 CMIP c-Maf-inducing protein 80790 -0.4657 1.00E+00
A_23_P100583 LPO lactoperoxidase 4025 -0.0477 1.00E+00
A_23_P100501 HMOX2 heme oxygenase (decycling) 2 3163 -0.1899 1.00E+00
A_23_P100802 CCDC56 coiled-coil domain containing 56 28958 -0.4165 1.00E+00
A_23_P100156 TMEM127  transmembrane protein 127 55654 0.1968 1.00E+00
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Tabelle 31: Ubersicht der exprimierten Gene in Stro1*** und Stro1*®, die dem Term molecules regulating
signaling of the TGF- superfamily zuzuordnen sind.

AgilentlD Symbol Name GenelD  logFC ZK-BK FDR
A_23_P100344  ORC6L origin recognition complex, subunit 6 like (yeast) 23594 1.6502 7.56E-05
protein phosphatase 4 (formerly X), catalytic
A _23_P100355  PPP4C subunit 5531 1.2464 1.53E-03
A_23_P100196  USP10 ubiquitin specific peptidase 10 9100 1.0721 1.77E-03
A_23 P100127 CASC5 cancer susceptibility candidate 5 57082 1.1342 1.47E-02
A_23_P100315 DECR2 2,4-dienoyl CoA reductase 2, peroxisomal 26063 -1.5032 2.98E-02
transcription elongation factor B (SlllI), polypep-
A_23 P100392 TCEB2 tide 2 (18kDa, elongin B) 6923 0.5897 3.79E-01
A _23_P100263 CMIP c-Maf-inducing protein 80790 -0.4657 1.00E+00
A_23 P100386  IL34 interleukin 34 146433 0.0829 1.00E+00
A_23 P100141  UNKL unkempt homolog (Drosophila)-like 64718 -0.1705 1.00E+00
A 23 _P100292  ZNF598 zinc finger protein 598 90850 0.3781 1.00E+00
A_23 P100203 HSBP1 heat shock factor binding protein 1 3281 0.2794 1.00E+00
A_23_P100408  NTN3 netrin 3 4917 -0.0364 1.00E+00
A 23 P100341  ORC6L origin recognition complex, subunit 6 like (yeast) 23594 0.2026 1.00E+00
A 23 P100326  C160rf35 chromosome 16 open reading frame 35 8131 0.4080 1.00E+00
A_23 P100133  ATMIN ATM interactor 23300 -0.3005 1.00E+00
vacuolar protein sorting 39 homolog (S. cere-
A 23 P100103  VPS39 visiae) 23339 0.0724 1.00E+00
adaptor-related protein complex 3, sigma 2 subu-
A_23 P100011  AP3S2 nit 10239 0.3104 1.00E+00
A_23_P100001 FAM174B family with sequence similarity 174, member B 400451 0.0294 1.00E+00
A_23_P100074  AVEN apoptosis, caspase activation inhibitor 57099 -0.0154 1.00E+00
A_23_P100092  ZSCANZ29 zinc finger and SCAN domain containing 29 146050 0.2651 1.00E+00
A_23_P100220 RBM35B  RNA binding motif protein 35B 80004 -0.0908 1.00E+00
A 23 _P100156 TMEM127 transmembrane protein 127 55654 0.1968 1.00E+00
A_23_P100111 CHP calcium binding protein P22 11261 0.1661 1.00E+00
A_23_P100189 PRM1 protamine 1 5619 0.1142 1.00E+00
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Tabelle 32: Ubersicht der exprimierten Gene in Stro1** und Stro1*®¥, die dem Term ossification zuzuordnen

sind.

AgilentlD Symbol Name GenelD  logFC ZK-BK FDR
A_23_P100344 ORC6L origin recognition complex, subunit 6 like (yeast) 23594 1.6502 7.56E-05
A_23_P100196 USP10 ubiquitin specific peptidase 10 9100 1.0721 1.77E-03
A_23_P100127 CASC5 cancer susceptibility candidate 5 57082 1.1342 1.47E-02
A_23_P100315 DECR2 2,4-dienoyl CoA reductase 2, peroxisomal 26063 -1.5032 2.98E-02
A_23_P100292 ZNF598 zinc finger protein 598 90850 0.3781 1.00E+00
A_23_P100203 HSBP1 heat shock factor binding protein 1 3281 0.2794 1.00E+00
A_23 P100220 RBM35B  RNA binding motif protein 35B 80004 -0.0908 1.00E+00
A_23_P100263 CMIP c-Maf-inducing protein 80790 -0.4657 1.00E+00

vacuolar protein sorting 39 homolog (S. cere-
A 23 P100103 VPS39 visiae) 23339 -0.0724 1.00E+00
A_23 P100111 CHP calcium binding protein P22 11261 0.1661 1.00E+00
A 23_P100092 ZSCAN29  zinc finger and SCAN domain containing 29 146050 0.2651 1.00E+00
A 23 P100156 TMEM127 transmembrane protein 127 55654 0.1968 1.00E+00
A 23 _P100189 PRM1 protamine 1 5619 0.1142 1.00E+00

adaptor-related protein complex 3, sigma 2 subu-
A_23_P100011 AP3S2 nit 10239 0.3104 1.00E+00
A_23 P100001 FAM174B family with sequence similarity 174, member B 400451 0.0294 1.00E+00
A 23 P100341 ORC6L origin recognition complex, subunit 6 like (yeast) 23594 0.2026 1.00E+00
A_23 P100133 ATMIN ATM interactor 23300 -0.3005 1.00E+00
A 23 _P100074 AVEN apoptosis, caspase activation inhibitor 57099 -0.0154 1.00E+00
A 23 P100141 UNKL unkempt homolog (Drosophila)-like 64718 -0.1705 1.00E+00
A_23_P100326 C160rf35 chromosome 16 open reading frame 35 8131 0.4080 1.00E+00

98



Tabelle 33: Ubersicht der exprimierten Gene in Stro1*** und Stro1™®*, die dem Term other genes involved in

skeletal development sind.

AgilentlD Symbol Name GenelD  logFC ZK-BK FDR

origin recognition complex, subunit 6 like

A _23_P100344  ORC6L (yeast) 23594 1.6502 7.56E-05
protein phosphatase 4 (formerly X), catalytic

A _23_P100355  PPP4C subunit 5531 1.2464 1.53E-03

A_23_P100196  USP10 ubiquitin specific peptidase 10 9100 1.0721 1.77E-03
vitamin K epoxide reductase complex, subunit

A_23_P100486 VKORC1 1 79001 -1.0385 5.02E-03
proteasome (prosome, macropain) subunit,

A_23_P100576 PSMB3 beta type, 3 5691 0.8162 1.07E-02

A_23 P100127  CASC5 cancer susceptibility candidate 5 57082 1.1342 1.47E-02

A 23_P100315 DECR2 2,4-dienoyl CoA reductase 2, peroxisomal 26063 -1.5032 2.98E-02

TMEM17

A_23 P100517 0A transmembrane protein 170A 124491 0.7575 4.10E-02
transcription elongation factor

A 23 P100392 TCEB2 polypeptide 2 (18kDa, elongin B) 6923 0.5897 3.79E-01

A_23 P100522 DNAH3 dynein, axonemal, heavy chain 3 55567 -0.9416 5.69E-01

A 23 P100420 ZCCHC14 zinc finger, CCHC domain containing 14 23174 0.4066 6.32E-01

A 23 P100074  AVEN apoptosis, caspase activation inhibitor 57099 -0.0154 1.00E+00

A 23 P100326  C160rf35 chromosome 16 open reading frame 35 8131 0.4080 1.00E+00

A 23 P100111 CHP calcium binding protein P22 11261 0.1661 1.00E+00
vacuolar protein sorting 39 homolog (S.

A 23 P100103  VPS39 cerevisiae) 23339 -0.0724 1.00E+00

A_23 P100133  ATMIN ATM interactor 23300 -0.3005 1.00E+00

A 23 P100141 UNKL unkempt homolog (Drosophila)-like 64718 -0.1705 1.00E+00

A_23_P100408 NTN3 netrin 3 4917 -0.0364 1.00E+00

A 23 _P100413 EXOSC6  exosome component 6 118460 0.0864 1.00E+00

A_23_P100292  ZNF598 zinc finger protein 598 90850 0.3781 1.00E+00

TMEM12

A 23 _P100156 7 transmembrane protein 127 55654 0.1968 1.00E+00

A_23_P100220 RBM35B  RNA binding motif protein 35B 80004 -0.0908 1.00E+00

A_23_P100203  HSBP1 heat shock factor binding protein 1 3281 0.2794 1.00E+00

A_23_P100189 PRM1 protamine 1 5619 0.1142 1.00E+00

A_23_P100499 ROGDI rogdi homolog (Drosophila) 79641 -0.2679 1.00E+00

A_23_P100386 1L34 interleukin 34 146433 0.0829 1.00E+00

A_23_P100478 MYST1 MYST histone acetyltransferase 1 84148 0.1537 1.00E+00
methenyltetrahydrofolate synthetase domain

A_23_P100455 MTHFSD  containing 64779 -0.2887 1.00E+00

A_23_P100441  NIP30 NEFA-interacting nuclear protein NIP30 80011 -0.3137 1.00E+00
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adaptor-related protein complex 3, sigma 2

A_23 P100011  AP3S2 subunit 10239 0.3104 1.00E+00
A_23_P100263 CMIP c-Maf-inducing protein 80790 -0.4657 1.00E+00
A_23_P100092  ZSCAN29 zinc finger and SCAN domain containing 29 146050 0.2651 1.00E+00
A_23_P100501 HMOX2  heme oxygenase (decycling) 2 3163 -0.1899 1.00E+00
A_23_P100556 EXOC7? exocyst complex component 7 23265 -0.2765 1.00E+00

family with sequence similarity 174, member
A_23 P100001 FAM174B B 400451 0.0294 1.00E+00

A_23_P100469  TXNL4B thioredoxin-like 4B 54957 0.2692 1.00E+00

origin recognition complex, subunit 6 like
A _23_P100341  ORC6L (yeast) 23594 0.2026 1.00E+00

Tabelle 34: Ubersicht der exprimierten Gene in Stro1*“* und Stro1*®¥, die dem Term phosphate transport
zuzuordnen sind.

AgilentlD Symbol Name GenelD  logFC ZK-BK FDR

origin recognition complex, subunit 6 like

A_23_P100344  ORCS6L (yeast) 23594 1.6502 7.56E-05
protein phosphatase 4 (formerly X), catalytic

A_23_P100355 PPP4C subunit 5531 1.2464 1.53E-03

A 23 P100196 USP10 ubiquitin specific peptidase 10 9100 1.0721 1.77E-03

A 23 _P100127  CASC5 cancer susceptibility candidate 5 57082 1.1342 1.47E-02

A_23 P100315 DECR2 2,4-dienoyl CoA reductase 2, peroxisomal 26063 -1.5032 2.98E-02

transcription elongation factor B (SllII),
A 23 P100392 TCEB2 polypeptide 2 (18kDa, elongin B) 6923 0.5897 3.79E-01

adaptor-related protein complex 3, sigma 2

A_23_P100011  AP3S2 subunit 10239 0.3104 1.00E+00
A_23_P100263 CMIP c-Maf-inducing protein 80790 -0.4657 1.00E+00
A_ 23 _P100133 ATMIN ATM interactor 23300 -0.3005 1.00E+00
A_23_P100141  UNKL unkempt homolog (Drosophila)-like 64718 -0.1705 1.00E+00

family with sequence similarity 174, member

A_23_P100001 FAM174B B 400451 0.0294 1.00E+00

A_23_P100111 CHP calcium binding protein P22 11261 0.1661 1.00E+00

A_23_P100203  HSBP1 heat shock factor binding protein 1 3281 0.2794 1.00E+00

A_23_P100220 RBM35B  RNA binding motif protein 35B 80004 -0.0908 1.00E+00
TMEM12

A_23 _P100156 7 transmembrane protein 127 55654 0.1968 1.00E+00

A_23_P100074  AVEN apoptosis, caspase activation inhibitor 57099 -0.0154 1.00E+00

origin recognition complex, subunit 6 like
A_23_P100341  ORC6L (yeast) 23594 0.2026 1.00E+00

A_23_P100326  C160rf35 chromosome 16 open reading frame 35 8131 0.4080 1.00E+00
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vacuolar protein sorting 39 homolog (S.

A_23 P100103  VPS39 cerevisiae) 23339 -0.0724 1.00E+00
A_23_P100292  ZNF598 zinc finger protein 598 90850 0.3781 1.00E+00
A_23 P100189 PRM1 protamine 1 5619 0.1142 1.00E+00
A_23 P100386  IL34 interleukin 34 146433 0.0829 1.00E+00
A_23_P100092  ZSCAN29 zinc finger and SCAN domain containing 29 146050 0.2651 1.00E+00

Tabelle 35: Ubersicht der exprimierten Gene in Strol*“< und Stro1*®, die dem Term regulation of the cell
cycle zuzuordnen sind.

AgilentlD Symbol Name GenelD logFC ZK-BK FDR
A_23 P100344  ORC6L origin recognition complex, subunit 6 like (yeast) 23594 1.6502 7.56E-05
protein phosphatase 4 (formerly X), catalytic
A_23_P100355 PPP4C subunit 5531 1.2464 1.53E-03
A_23 P100196  USP10 ubiquitin specific peptidase 10 9100 1.0721 1.77E-03
A 23 _P100127  CASC5 cancer susceptibility candidate 5 57082 1.1342 1.47E-02
A_23 P100315 DECR2 2,4-dienoyl CoA reductase 2, peroxisomal 26063 -1.5032 2.98E-02
transcription elongation factor B (SIII), polypep-
A 23 P100392 TCEB2 tide 2 (18kDa, elongin B) 6923 0.5897 3.79E-01
A 23 P100420 ZCCHC14 zinc finger, CCHC domain containing 14 23174 0.4066 6.32E-01
A_23 P100133  ATMIN ATM interactor 23300 -0.3005 1.00E+00
A 23 P100292  ZNF598 zinc finger protein 598 90850 0.3781 1.00E+00
A_23 P100074  AVEN apoptosis, caspase activation inhibitor 57099 -0.0154 1.00E+00
A 23 P100141 UNKL unkempt homolog (Drosophila)-like 64718 -0.1705 1.00E+00
A_23_P100001 FAM174B family with sequence similarity 174, member B 400451 0.0294 1.00E+00
TMEM12
A 23 _P100156 7 transmembrane protein 127 55654 0.1968 1.00E+00
A_23_P100189 PRM1 protamine 1 5619 0.1142 1.00E+00
A_23_P100111 CHP calcium binding protein P22 11261 0.1661 1.00E+00
methenyltetrahydrofolate  synthetase = domain
A_23_P100455 MTHFSD  containing 64779 -0.2887 1.00E+00
A_23_P100092  ZSCANZ29 zinc finger and SCAN domain containing 29 146050 0.2651 1.00E+00
A_23_P100469  TXNL4B thioredoxin-like 4B 54957 0.2692 1.00E+00
adaptor-related protein complex 3, sigma 2 subu-
A_23_P100011  AP3S2 nit 10239 0.3104 1.00E+00
A_23_P100413 EXOSC6  exosome component 6 118460 0.0864 1.00E+00
A_23_P100386 1L34 interleukin 34 146433  0.0829 1.00E+00
A_23_P100326  C160rf35 chromosome 16 open reading frame 35 8131 0.4080 1.00E+00
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A_23_P100263 CMIP c-Maf-inducing protein 80790 -0.4657 1.00E+00
A_23_P100441  NIP30 NEFA-interacting nuclear protein NIP30 80011 -0.3137 1.00E+00
A_23_P100220 RBM35B  RNA binding motif protein 35B 80004 -0.0908 1.00E+00
A_23_P100203  HSBP1 heat shock factor binding protein 1 3281 0.2794 1.00E+00
A_23_P100341 ORC6L origin recognition complex, subunit 6 like (yeast) 23594 0.2026 1.00E+00
A_23 P100408  NTN3 netrin 3 4917 -0.0364 1.00E+00
vacuolar protein sorting 39 homolog (S. cere-
A 23_P100103  VPS39 visiae) 23339  -0.0724 1.00E+00

Tabelle 36: Ubersicht der exprimierten Gene in Stro1™ und Stro1*®¥, die dem Term structual constituents
of tooth enamel zuzuordnen sind.

AgilentlD Symbol Name GenelD  logFC ZK-BK FDR

A _23_P1000

92 ZSCAN29  zinc finger and SCAN domain containing 29 146050 0.2651 1.00E+00
A_23 P1001 vacuolar protein sorting 39 homolog (S. cere-

03 VPS39 visiae) 23339 -0.0724 1.00E+00
A _23_P1000

74 AVEN apoptosis, caspase activation inhibitor 57099 -0.0154 1.00E+00
A _23_P1000

01 FAM174B family with sequence similarity 174, member B 400451 0.0294 1.00E+00
A_23_P1000 adaptor-related protein complex 3, sigma 2 subu-

11 AP3S2 nit 10239 0.3104 1.00E+00
A 23_P1001

11 CHP calcium binding protein P22 11261 0.1661 1.00E+00

Tabelle 37: Ubersicht der exprimierten Gene in Stro1** und Stro1*®¥, die dem Term TGF- activin respon-
sive zuzuordnen sind.

AgilentiD Symbol Name GenelD logFC ZK-BK FDR
A_23_P100344  ORC6L origin recognition complex, subunit 6 like (yeast) 23594 1.6502 7.56E-05
A_23_P100355  PPP4C protein phosphatase 4 (formerly X), catalytic subunit 5531 1.2464 1.53E-03
A_23_P100196  USP10 ubiquitin specific peptidase 10 9100 1.0721 1.77E-03
A_23_P100486 VKORC1 vitamin K epoxide reductase complex, subunit 1 79001 -1.0385 5.02E-03

proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type,
A_23_P100576 PSMB3 3 5691 0.8162 1.07E-02
A_23_P100127 CASCS5 cancer susceptibility candidate 5 57082 1.1342 1.47E-02
A_23_P100315 DECR2 2,4-dienoyl CoA reductase 2, peroxisomal 26063 -1.5032 2.98E-02
A_23_P100517 TMEM170A transmembrane protein 170A 124491  0.7575 4.10E-02
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transcription elongation factor B (SllI), polypeptide

A_23_P100392 TCEB2 2 (18kDa, elongin B) 6923 0.5897 3.79E-01
A_23_P100522 DNAH3 dynein, axonemal, heavy chain 3 55567 -0.9416 5.69E-01
A_23_P100420 ZCCHC14 zinc finger, CCHC domain containing 14 23174 0.4066 6.32E-01
A 23 P100469  TXNL4B thioredoxin-like 4B 54957 0.2692 1.00E+00
A_23_P100011  AP3S2 adaptor-related protein complex 3, sigma 2 subunit 10239 0.3104 1.00E+00
A_23_P100441  NIP30 NEFA-interacting nuclear protein NIP30 80011 -0.3137 1.00E+00
A_23_P100203  HSBP1 heat shock factor binding protein 1 3281 0.2794 1.00E+00
A_23_P100156 = TMEM127  transmembrane protein 127 55654 0.1968 1.00E+00
A_23_P100583  LPO lactoperoxidase 4025 -0.0477 1.00E+00
A_23 P100386  1L34 interleukin 34 146433  0.0829 1.00E+00
A_23 P100103  VPS39 vacuolar protein sorting 39 homolog (S. cerevisiae) 23339 -0.0724 1.00E+00
A_23 P100501 HMOX2 heme oxygenase (decycling) 2 3163 -0.1899 1.00E+00
A_23_P100556 EXOC7 exocyst complex component 7 23265 -0.2765 1.00E+00
A_23 P100001 FAM174B family with sequence similarity 174, member B 400451 0.0294 1.00E+00
A_23 P100341 ORC6L origin recognition complex, subunit 6 like (yeast) 23594 0.2026 1.00E+00
A_23_P100408  NTN3 netrin 3 4917 -0.0364 1.00E+00
A 23 P100478 MYST1 MYST histone acetyltransferase 1 84148 0.1537 1.00E+00
A 23 P100074  AVEN apoptosis, caspase activation inhibitor 57099 -0.0154 1.00E+00
A 23 P100189 PRM1 protamine 1 5619 0.1142 1.00E+00
A 23 P100413 EXOSC6 exosome component 6 118460 0.0864 1.00E+00
A 23 P100263 CMIP c-Maf-inducing protein 80790 -0.4657 1.00E+00
A_23_P100133  ATMIN ATM interactor 23300 -0.3005 1.00E+00
A 23 P100292  ZNF598 zinc finger protein 598 90850 0.3781 1.00E+00
A_23_P100141  UNKL unkempt homolog (Drosophila)-like 64718 -0.1705 1.00E+00
A_23_P100220 RBM35B RNA binding motif protein 35B 80004 -0.0908 1.00E+00
methenyltetrahydrofolate synthetase domain contai-
A_23_P100455 MTHFSD ning 64779 -0.2887 1.00E+00
A_23_P100326  C160rf35 chromosome 16 open reading frame 35 8131 0.4080 1.00E+00
A_23_P100092  ZSCAN29 zinc finger and SCAN domain containing 29 146050 0.2651 1.00E+00
A_23_P100499 ROGDI rogdi homolog (Drosophila) 79641 -0.2679 1.00E+00
A_23_P100111 CHP calcium binding protein P22 11261 0.1661 1.00E+00
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Tabelle 38: Ubersicht der exprimierten Gene in Stro1**< und Stro1*®*, die dem Term TGF-s BMP zuzuord-

nen sind.

AgilentlD Symbol Name GenelD  logFC ZK-BK FDR
A_23_P100196 USP10 ubiquitin specific peptidase 10 9100 1.0721 1.77E-03
A_23_P100127 CASC5 cancer susceptibility candidate 5 57082 1.1342 1.47E-02
A_23_P100220 RBM35B  RNA binding motif protein 35B 80004 -0.0908 1.00E+00
A_23_P100141 UNKL unkempt homolog (Drosophila)-like 64718 -0.1705 1.00E+00
A_23_P100156 TMEM127 transmembrane protein 127 55654 0.1968 1.00E+00
A_23_P100263 CMIP c-Maf-inducing protein 80790 -0.4657 1.00E+00
A_23_P100092 ZSCAN29 zinc finger and SCAN domain containing 29 146050 0.2651 1.00E+00
A_23 P100133 ATMIN ATM interactor 23300 -0.3005 1.00E+00
A_23 P100189 PRM1 protamine 1 5619 0.1142 1.00E+00
A_23 P100203 HSBP1 heat shock factor binding protein 1 3281 0.2794 1.00E+00
A _23_P100001 FAM174B family with sequence similarity 174, member B 400451 0.0294 1.00E+00
A_23 P100111 CHP calcium binding protein P22 11261 0.1661 1.00E+00

vacuolar protein sorting 39 homolog (S. cere-
A 23 _P100103 VPS39 visiae) 23339 -0.0724 1.00E+00
A _23_P100074 AVEN apoptosis, caspase activation inhibitor 57099 -0.0154 1.00E+00
adaptor-related protein complex 3, sigma 2 subu-
A_23_P100011 AP3S2 nit 10239 0.3104 1.00E+00

Tabelle 39: Ubersicht der exprimierten Gene in Stro1**€ und Stro1*®¥, die dem Term transcription factors
and regulators zuzuordnen sind.

AgilentiD Symbol Name GenelD  logFC ZK-BK FDR
A_23_P100344 ORC6L origin recognition complex, subunit 6 like (yeast) 23594 1.6502 7.56E-05
A_23_P100196 USP10 ubiquitin specific peptidase 10 9100 1.0721 1.77E-03
A_23_P100127 CASC5 cancer susceptibility candidate 5 57082 1.1342 1.47E-02
A_23_P100315 DECR2 2,4-dienoyl CoA reductase 2, peroxisomal 26063 -1.5032 2.98E-02
A_23_P100001 FAM174B family with sequence similarity 174, member B 400451 0.0294 1.00E+00
A_23_P100341 ORC6L origin recognition complex, subunit 6 like (yeast) 23594 0.2026 1.00E+00
A_23_P100111 CHP calcium binding protein P22 11261 0.1661 1.00E+00
A_23_P100326 C160rf35 chromosome 16 open reading frame 35 8131 0.4080 1.00E+00
A_23_P100203 HSBP1 heat shock factor binding protein 1 3281 0.2794 1.00E+00
A_23_P100220 RBM35B  RNA binding motif protein 35B 80004 -0.0908 1.00E+00
A_23_P100074 AVEN apoptosis, caspase activation inhibitor 57099 -0.0154 1.00E+00
A_23_P100292 ZNF598 zinc finger protein 598 90850 0.3781 1.00E+00
A_23_P100263 CMIP c-Maf-inducing protein 80790 -0.4657 1.00E+00
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A_23 P100189 PRM1 protamine 1 5619 0.1142 1.00E+00
adaptor-related protein complex 3, sigma 2 subu-

A_23_P100011 AP3S2 nit 10239 0.3104 1.00E+00

A_23 P100133 ATMIN ATM interactor 23300 -0.3005 1.00E+00
vacuolar protein sorting 39 homolog (S. cere-

A_23_P100103 VPS39 visiae) 23339 -0.0724 1.00E+00

A_23_P100092 ZSCAN29 zinc finger and SCAN domain containing 29 146050 0.2651 1.00E+00

A_23_P100156 TMEM127 transmembrane protein 127 55654 0.1968 1.00E+00

A_23_P100141 UNKL unkempt homolog (Drosophila)-like 64718 -0.1705 1.00E+00

Tabelle 40: Ubersicht der exprimierten Gene in Strol

+ZK

naling pathway zuzuordnen sind.

und Stro1*®*, die dem Term WNT receptor sig-

AgilentlD Symbol Name GenelD  logFC ZK-BK FDR

origin recognition complex, subunit 6 like

A_23_P100344  ORCS6L (yeast) 23594 1.6502 7.56E-05

A_23 _P101054 KRT34 keratin 34 3885 -1.9136 1.19E-04

A 23 _P100754 SMURF2 SMAD specific E3 ubiquitin protein ligase2 64750 1.2763 3.76E-04

A 23 P100711 PMP22 peripheral myelin protein 22 5376 -1.1458 5.87E-04
protein phosphatase 4 (formerly X), catalytic

A_23_P100355 PPP4C subunit 5531 1.2464 1.53E-03

A_23 P100196 USP10 ubiquitin specific peptidase 10 9100 1.0721 1.77E-03

A_23_P100868 MYO19 myosin XIX 80179 1.4185 4.59E-03
vitamin K epoxide reductase complex, subunit

A_23 P100486 VKORC1 1 79001 -1.0385 5.02E-03
proteasome (prosome, macropain) subunit,

A_23_P100576 PSMB3 beta type, 3 5691 0.8162 1.07E-02

A_23_P100127 CASCS5 cancer susceptibility candidate 5 57082 1.1342 1.47E-02

A_23_P100632 HN1 hematological and neurological expressed 1 51155 0.7932 1.58E-02

A_23_P100315 DECR2 2,4-dienoyl CoA reductase 2, peroxisomal 26063 -1.5032 2.98E-02

TMEM17

A 23 P100517 0A transmembrane protein 170A 124491 0.7575 4.10E-02

A_23_P100704  MAPK7 mitogen-activated protein kinase 7 5598 -0.4508 2.92E-01

A_23_P100654 ZBTB4 zinc finger and BTB domain containing 4 57659 -0.6914 3.24E-01
transcription elongation factor B (Slll),

A_23 P100392 TCEB2 polypeptide 2 (18kDa, elongin B) 6923 0.5897 3.79E-01

A_23_P100522 DNAH3 dynein, axonemal, heavy chain 3 55567 -0.9416 5.69E-01

A_23_P100420 ZCCHC14 zinc finger, CCHC domain containing 14 23174 0.4066 6.32E-01

A_23_P100501 HMOX2 heme oxygenase (decycling) 2 3163 -0.1899 1.00E+00

A_23_P100292  ZNF598 zinc finger protein 598 90850 0.3781 1.00E+00
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serpin peptidase inhibitor, clade F (alpha-2

SER- antiplasmin, pigment epithelium derived

A_23 P100660  PINF1 factor), member 1 5176 -0.4134 1.00E+00

A_23_P101025 LGALS9C lectin, galactoside-binding, soluble, 9C 654346 -0.0143 1.00E+00

A_23_P101013 TMC6 transmembrane channel-like 6 11322 -0.0230 1.00E+00

A_23_P100220 RBM35B  RNA binding motif protein 35B 80004 -0.0908 1.00E+00

A_23_P100386  IL34 interleukin 34 146433 0.0829 1.00E+00

A_23_P10081 ARL13B  ADP-ribosylation factor-like 13B 200894 -0.0049 1.00E+00

A_23_P100802 CCDC56  coiled-coil domain containing 56 28958 -0.4165 1.00E+00

A_23_P100556  EXOCY? exocyst complex component 7 23265 -0.2765 1.00E+00
G protein-coupled receptor kinase interacting

A_23 P100912 GIT1 ArfGAP 1 28964 -0.1473 1.00E+00

A _23_P100408  NTN3 netrin 3 4917 -0.0364 1.00E+00

A_23 P100693 HELZ helicase with zinc finger 9931 0.2375 1.00E+00
notum pectinacetylesterase homolog (Droso-

A_23 P101007 NOTUM  phila) 147111 -0.0560 1.00E+00
origin recognition complex, subunit 6 like

A_23_P100341  ORC6L (yeast) 23594 0.2026 1.00E+00
upstream binding transcription factor, RNA

A_23 P100779 UBTF polymerase | 7343 0.4249 1.00E+00
patatin-like phospholipase domain containing

A_23_P10077 PNPLA2 2 57104 -0.3421 1.00E+00
signal transducer and activator of transcrip-

A 23 _P100788 STATS5B  tion5B 6777 0.0803 1.00E+00

A_23 P100441 NIP30 NEFA-interacting nuclear protein NIP30 80011 -0.3137 1.00E+00

A_23_P10060 NA NA NA -0.1679 1.00E+00

A 23 P100326  C160rf35  chromosome 16 open reading frame 35 8131 0.4080 1.00E+00

TMEM12

A 23 _P100156 7 transmembrane protein 127 55654 0.1968 1.00E+00

A_23_P100642  PNMT phenylethanolamine N-methyltransferase 5409 0.5206 1.00E+00
adaptor-related protein complex 3, sigma 2

A_23_P100011  AP3S2 subunit 10239 0.3104 1.00E+00
family with sequence similarity 174, member

A_23_P100001 FAM174B B 400451 0.0294 1.00E+00
vacuolar protein sorting 39 homolog (S.

A_23 P100103  VPS39 cerevisiae) 23339 -0.0724 1.00E+00

A_23_P100990  KRT38 keratin 38 8687 -0.2098 1.00E+00

A_23_P100499 ROGDI rogdi homolog (Drosophila) 79641 -0.2679 1.00E+00

A_23_P100092  ZSCANZ29 zinc finger and SCAN domain containing 29 146050 0.2651 1.00E+00

A_23_P100074  AVEN apoptosis, caspase activation inhibitor 57099 -0.0154 1.00E+00

A_23_P100203  HSBP1 heat shock factor binding protein 1 3281 0.2794 1.00E+00

A_23_P100676  SMG6 Smg-6 homolog, nonsense mediated mMRNA 23293 -0.1498 1.00E+00
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decay factor (C. elegans)

SLC25A3
A_23_P100764 9 solute carrier family 25, member 39 51629 -0.4878 1.00E+00
A_23_P100141  UNKL unkempt homolog (Drosophila)-like 64718 -0.1705 1.00E+00
A _23_P100583  LPO lactoperoxidase 4025 -0.0477 1.00E+00
A_23 P100189 PRM1 protamine 1 5619 0.1142 1.00E+00
A_23 P100133 ATMIN ATM interactor 23300 -0.3005 1.00E+00
A_23_P100478 MYST1 MYST histone acetyltransferase 1 84148 0.1537 1.00E+00
A_23_P100111 CHP calcium binding protein P22 11261 0.1661 1.00E+00
A_23 P100469  TXNL4B thioredoxin-like 4B 54957 0.2692 1.00E+00
A_23_P100263 CMIP c-Maf-inducing protein 80790 -0.4657 1.00E+00
A 23_P100963  SPNS3 spinster homolog 3 (Drosophila) 201305 0.2361 1.00E+00
A_23 P100883  SUZ12 suppressor of zeste 12 homolog (Drosophila) 23512 0.0410 1.00E+00
A_23 P100413 EXOSC6  exosome component 6 118460 0.0864 1.00E+00
signal transducer and activator of transcrip-
A 23_P100795  STAT3 tion 3 (acute-phase response factor) 6774 -0.0428 1.00E+00
methenyltetrahydrofolate synthetase domain
A 23 P100455 MTHFSD containing 64779 -0.2887 1.00E+00
A_23_P100602 TBCD tubulin folding cofactor D 6904 -0.1330 1.00E+00
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