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Einleitung

1 Einleitung

Krebs ist eine weltweit verbreitete Erkrankung, deren Erforschung in der
Wissenschaft einen hohen Stellenwert besitzt. Solide Tumoren epithelialer Herkunft
in Brust, Lunge, Dickdarm und Eierstdcken machen 80 % aller Krebserkrankungen
weltweit aus (Visvader und Lindeman 2008). Dennoch sterben Uber 90 % der
Patienten erst an den Folgen der spateren Metastasierung in entfernten Geweben
(Jemal et al. 2006; Steeg 2006; Weigelt et al. 2005). Trotz der enormen Fortschritte,
die bereits in der Tumorforschung stattgefunden haben, sind die Entstehung, die
Verbreitung sowie der Metastasierungsvorgang von Krebserkrankungen noch nicht
ausreichend geklart. In der gangigsten Theorie wird als Grund der Tumorentstehung
eine Anh&ufung von Mutationen innerhalb von Tumorsupressor- und Proto-
onkogenen angenommen. Diese fuhren letztendlich zum ungehinderten Wachstum
und zur Unsterblichkeit der Tumorzellen. Diese Theorie wird auch als
Mehrstufenmodell bezeichnet und erfordert mehrere Mutationen, um eine
Krebserkrankung zu verursachen (Knudson 1985). Durch pathologische Analysen
von Organen konnten Zwischenschritte nachgewiesen werden, die schlie3lich zur
malignen Transformation fuhrten (Foulds 1954). Es wird angenommen, dass sechs
essentielle  Anderungen in der Zellphysiologie nétig sind, um ein malignes
Zellwachstum zu ermdglichen (Abbildung 1). Zu diesen sechs Verdnderungen
gehdren die Aufrechterhaltung der Produktion von Wachstumssignalen, der Verlust
der Sensitivitdt gegentber wachstumsunterdriickenden Signalen, die Verhinderung
der Apoptose, die ungehinderte Zellproliferation, eine andauernde Angiogenese
sowie die Gewebeinvasion und Metastasierung (Hanahan und Weinberg 2000;
2011). Dabei wird der Tumor nicht als homogene Zellmasse angenommen, sondern
besteht aus unterschiedlichen Zellpopulationen, die sich gegenseitig beeinflussen.
Diese Subpopulationen werden auch als Nischenpopulationen beschrieben. Es ist
bekannt, dass Tumorzellen die vermehrte Ausschittung von Wachstumssignalen in
deren Nachbarzellen stimulieren (Skobe und Fusenig 1998). So wird die Tumorzelle
von aufl3eren Signalen beeinflusst, ist aber auch selbst dazu in der Lage, andere
Zellen zu beeinflussen. Die beschriebene Interaktion zwischen Tumorzelle und

somatischer Zelle ist auch Gegenstand der vorliegenden Arbeit.
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Abbildung 1: Charakteristische Eigenschaften von Tumorzellen nach einer modifizierten Grafik von
Hanahan und Weinberg (2011).

Tumorstammzellen werden Eigenschaften zugewiesen, die eine wichtige Rolle in der
Initiation, Progression und Metastasierung von Tumoren spielen. Die Theorie der
Tumorzellen mit Stammzell-&hnlichen Charakter wurde erstmals vor tber 150 Jahren
aufgestellt (Cohnheim 1867; 1875; Durante und Nesso 1874) und ist immer noch von
groRem Interesse. Welchen Einfluss diese Zellart auf die Initiation von Tumoren hat,
konnte erstmals am Beispiel der Leukdmieerkrankung nachgewiesen werden. In
diesem Zusammenhang wurde an murinen Lymphomzellen gezeigt, dass diese nach
Injektion in M&ausen Kolonien in der Milz bildeten (Bonnet und Dick 1997; Bruce und
Van Der Gaag 1963; CH Park et al. 1971). Spater konnte eine Stammzellpopulation
auch in soliden Tumoren nachgewiesen werden (Al-Hajj und Clarke 2004; Bao et al.
2006; Bertolini et al. 2009; Bussolati et al. 2008; Eramo et al. 2008; Hemmati et al.
2003; Ibrahim et al. 2012; Jiang et al. 2009; TK Lee et al. 2011; Singh et al. 2003;
Singh et al. 2004). Dabei gibt es viele Ahnlichkeiten zwischen Stammzellen und
Tumorstammzellen. In den letzten Jahren konnte weiterhin gezeigt werden, dass die
Metastasierung von Tumoren Uuber ahnliche Signalkaskaden ablauft wie die

Stammzellmigration.
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Abbildung 2: Pluripotenzfaktoren und deren Bedeutung fur die Redifferenzierung von Zellen
(modifizierte Grafik nach Hochedlinger und Plath 2009).

Stammzellen definieren sich als kaum bzw. undifferenzierte Zellen, welche zur
Selbsterneuerung sowie zur Ausdifferenzierung in unterschiedliche Gewebetypen
befahigt sind. Man unterscheidet toti-, pluri-, multi- und unipotente Stammzellen.
Embryonale Stammzellen kdnnen in Zellen aller drei Keimblatter sowie in Zellen der
Keimbahn differenzieren. Im Gegensatz dazu konnen adulte Stammzellen nur
gewebespezifische Zelltypen bilden. Bei der induzierten pluripotenten Stammzelle
handelt es sich um eine meist mit Hilfe eines viralen Vektors reprogrammierte Zelle,
die der embryonalen Stammzelle ahnelt. Der normale Differenzierungsablauf verlauft
unidirektional von einer undifferenzierten Zelle zur differenzierten Zelle. Mit
zunehmender Differenzierung verlieren die Zellen dabei meist ihre Fahigkeit zur
Proliferation. Im Jahr 2006 konnte erstmals eine Induktion von Pluripotenz mittels
retroviraler Transfektion nachgewiesen werden (Takahashi und Yamanaka 2006).
Zellen konnten entgegen ihres Differenzierungsvorganges in pluripotente Zellen
,ruckverwandelt® werden. In diesem Zusammenhang wurden M&ausembryo-Zellen
und adulte Fibroblastenzellen in induzierte pluripotente Stammzellen umgewandelt.
Diese induzierte Pluripotenz konnte mit Hilfe der Faktoren Oct4 (Nichols et al. 1998;
Niwa et al. 2000), Sox2 (Avilion et al. 2003),
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c-myc (Cartwright et al. 2005) und KIf4 (Y Li et al. 2005) herbeigefuhrt werden. Die
mit diesen vier Transkriptionsfaktoren induzierte Pluripotenz wurde erstmals von
Takahashi und Yamanaka (2006) durchgefuhrt. Sie erhielten daher den Namen

,Yamanaka-Faktoren®.

Die Injektion dieser pluripotenten Stammzellen flhrte in Mausen zu Teratomen, die
Zellen aus allen drei Keimblattern enthielten. Damit wurde der Beweis erbracht, dass
eine Reprogrammierung differenzierter Zellen moglich ist. Die Abb. 2 verdeutlicht den

Ablauf der Reprogrammierung mittels Pluripotenzfaktoren.

Nachfolgende Arbeiten konnten zeigen, dass auch weniger Faktoren in der Lage
sind, Pluripotenz in Zellen zu induzieren (Kim et al. 2008; Kim et al 2009 a; Kim und
Sebastiano und et al. 2009 b ; Li et al. 2011, Tsai et al. 2010; Yuan et al. 2011). Rolf
et al. (2012) konnten erstmals nachweisen, dass die Erzeugung von Pluripotenz in
adulten Stammzellen auch auf natirlichem Wege mdglich ist. Sie beschrieben eine
Ubertragung des Pluripotenzfaktors Oct4 von Stro-1*-mesenchymalen Stammzellen
aus dem Hirschgeweih-Periost auf differenzierte Zellen ihrer Umgebung. Dabei wird
Oct4 Uber Zell- zu Zellverbindungen, sogenannte Nanotubes, auf Nachbarzellen
Ubertragen. Diese Zellverbindungen stellen vermutlich eine Basis der
Zellkommunikation sowie der Zellmigration dar und bieten somit den Zellen die
Moglichkeit, ihre Umwelt direkt zu beeinflussen (Zani und Edelman 2010). Dieser
Mechanismus der direkten Ubertragung von Pluripotenzfaktoren kénnte auch bei der

Tumorexpansion und der Metastasenbildung eine wichtige Rolle spielen.

Ziel der Arbeit

Es war daher das Ziel der vorliegenden Dissertation, zu Uberprifen, ob Tumorzellen
und insbesondere die Stro-1-Tumorzellen Transkriptionsfaktoren auf ,gesunde’,
differenzierte Zellen Ubertragen kénnen. Als Arbeitshypothese wurde angenommen,
dass es sowohl bei Tumoren epithelialen als auch mesenchymalen Ursprungs Stro-
1%-Zellen gibt, dass diese Zellen die sog. ,Yamanaka-Faktoren“ exprimieren und in
der Lage sind, diese Transkriptionsfaktoren (Oct4, Nanog, c-myc, Sox2, Klf4) auf

Nichttumorzellen zu Ubertragen.
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2 Material und Methoden

Als Tumorzellen wurden in den folgenden Versuchen eine ektodermale
Karzinomzelllinie (Hep2-Zellen = humane Epitheliomzellen Typ 2) und eine
mesenchymale Sarkomzelllinie (SAOS-Zellen = sarcoma osteogenic cells) verwandt.
Zunachst sollte der Nachweis erbracht werden, ob die Zelllinien Uberhaupt in

nennenswertem Umfang Stro-1"-Stamm- bzw. Vorlauferzellen enthalten.

AnschlieBend sollten die Stro-1*- und Stro-1-Zellen nach Sortierung morphologisch
beschrieben werden. Im folgenden Schritt wurden die Stro-1'- und Stro-1"-Zellen
beider Tumorzelllinien mit Oct4-GFP-Promotorzellen kokultiviert. Hierbei handelte es
sich um embryonale Mausefibroblasten (MEF), die das green fluorescent protein
(GFP) als Reportergen exprimieren und anschlieBend GFP synthetisieren, wenn auf
sie Oct4 Ubertragen wurde. Parallel dazu sollte mit Hilfe der RT-PCR der Nachweis
erbracht werden, dass die Transkriptionsfaktoren Oct4, Sox2, c-myc, KIf4 und Nanog
durch die entsprechenden Zellen exprimiert werden und ggf. sollte dann

exemplarisch die Sequenzierung der Faktoren erfolgen.

In einer letzten Versuchsreihe wurden schlie3lich humane Gingivafibroblasten (HGF)
mit Hep2- und SAOS-Zellen in Kokultur inkubiert, um in einem weiteren Schritt den
Nachweis der Ubertagung von Transkriptionsfaktoren zu lberpriifen. Dazu wurden
die HGF-Zellen mit GFP markiert, um sie nach der Inkubation mit den beiden

Tumorzelllinien aus der Kokultur zu separieren.

Vor und nach Kokultur wurden die HGF mit RT-PCR auf die Expression der
Pluripotenzfaktoren hin untersucht und zum Teil deren Sequenzierung
vorgenommen. Die in den Versuchen verwendeten Gerate und Materialien sind in
den A-Tabellen 1 bis 4 aufgefihrt. Die Primer-Sequenzen fur die Bestimmung der

untersuchten Transkriptionsfaktoren sind in der Tabelle 2 genannt.
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2.1 Material und Geratschaften

Die Auflistung von Materialien, Chemikalien und Geréatschaften findet sich im
Anhang. Der fur die PCR verwendete GréfRenstandard und die Primer sind den
Tabellen 1 und 2 zu entnehmen. Die Plasmidkarten sind in Abbildung 3 und 4

dargestellt.

Tabelle 1: GroRenstandard (Ladder) und deren Hersteller

Ladder Hersteller

100 bp DNA Ladder

Invitrogen, life technologies, Darmstadt

Tabelle 2: Oligonukleotide (Primer) von 5 Transkriptionsfaktoren und GAPDH. Aufgefuhrt sind der
Namen des Gens, die Primer, die Banden mit der Anzahl der Basenpaare [bp] und zugehérige Primer-

Sequenzen.

Gen for/rev Primer Bande [bp] Sequenz 5’ - 3’

GAPDH for CGA GAT CCCTCC AAA ATC AA
GAPDH 218

GAPDH rev GGA GGC ATT GCT GAT GAT CT

Sox2 Il for ACG TGA GCG CCC TGC AGT
Sox 2 340

Sox2 Il rev AGG GGC AGT GTG CCG TTA

Oct4 h&b for CTG GGT TGA TCC TCG GAC CT
Oct4 335

Oct4 h&b Il rev TGA TGT CCT GGG ACT CCT C

Myc h&b for TAC TGC GAC GAG GAG GAG
c-myc 330

Myc H&b Il rev ACA GTC CTG GAT GAT GAT

Nanog h&b for CCATGG ATCTGC TTATTC
Nanog 275

Nanog h&b Il rev CAT TCT CTG GTT CTG GAA

KIf4 h&b for AAG GGA GAA GAC ACT GCG
Kif4 565

KIf4 h&bll rev CTG CTG CGG CGG AAT GTA
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Plasmidkarten

Die fur die GFP-Markierung der HGF-Zellen eingesetzten Plasmide sind in den

folgenden Abbildungen dargestellt.

Xbal (6358)
Notl (6351)

Sacll (6345)
T7_promoter
M13_forward20_primer
M13_pUC_fwd_primer
lacZ_a
AmpR_promoter

ORF frame 1
Ampicillin

lac_promoter
M13_pUC_rev_primer
rb_glob_PA_terminator

pCMV-VSV-G

Spel (97)

CAG_enhancer
CMV_immearly_promoter
5_LTR

CMV_fwd_primer
CMV_promoter
pCEP_fwd_primer
LNCX_primer
CMV2_promoter

Sall (753)

bGlob_int
Apal (1309)

ORF frame 1
Stul (2119)
vsv-G

Pstl (2208)

Agel (2401)
Kpnl (2432)
Bcll (2504)

BstBI (2681)
VSVG Tag

Mscl (3022)
Bglll (3051)

Abbildung 3: Plasmidkarte von pCMV-VSV-G (Geschenk von Weinberg B; Addgene # 8454) (Stewart

et al. 2003) .
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cPPT

EcoRI (6822)
Agel (6816)
Ndel (6748)
LKO1_5_primer
hU6_promoter
Clal (8530)

ORF frame 3
RRE

Nrul (5344)
HIV-1_psi_pack

truncHIV-1_3_LTR
HIV-1_5_LTR
T3_promoter
M13_reverse_primer
M13_pUC_rev_primer
lac_promoter

pBR322_origin

ORF frame 3
NLS

SV40 NLS
SV40_3_splice
SV40_int
SV40_int

Stul (10229)
SV40pro_F_primer
SV40_enhancer
SV40_origin
SVA40_promoter
pBABE_3_primer
pBR322_origin

Fspl (8615)
ORF frame 2
Ampicillin
AmpR_promoter
pGEX_3_primer

tet (300 - 563)
pBRrevBam_primer
Nhel (7378)
Sp6_primer

Xbal (7119)

Xhol (6763)
HIV_Rev_NES
BamHI (6441)

ORF frame 3

ORF frame 2
Spel (253)

Ascl (342)

BamHI (510)
ORF frame 1
ORF frame 1
puro (variant)

pLKO.1 puro
7032 bp

Ampicillin
ORF frame 1

CAG_enhancer

Kpnl (1189)

cPPT

U3PPT

delta_U3
HIV-1_5_LTR
truncHIV-1_3_LTR
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Abbildung 4: Plasmidkarten von pCMV-dR8.91 und pLKO.1 (Geschenk von Weinberg B; Addgene #

8453) (Stewart et al. 2003) .
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2.2 Zellkulturen und Zelllinien

Alle Arbeiten in der Zellkultur wurden bei sterilen Bedingungen unter einer Werkbank
(Biohazard Cleanair) durchgefiihrt. Verwendete adhéarente Zelllinien sind im Handel
erhaltlich. Das Kultivieren der Zellen erfolgte in einem Brutschrank (Sanyo Electric

Biomedical CO) unter konstanten, kontrollierbaren Bedingungen.

2.2.1 Zelllinien

Die eingesetzten Zelllinien, ihre Herkunft und die verwendeten Kulturmedien sind als

Ubersicht in Tabelle 3 aufgefiihrt.

Tabelle 3: Zelllinientbersicht. Aufgefuhrt sind die Bezeichnungen der Zelllinien, deren Herkunft und
die verwendeten Medien zur Zellaufzucht. Antibiotika waren nicht immer Bestandteil der Kulturmedien.

Zelllinie Herkunft Medium

SAOS DSMZ DMEM, 4,5 % Glc, (1 % P/S/G), 10 % FKS

Hep2 ECACC DMEM, 4,5 % Glc, (1 % P/S/G), 10 % FKS

HGF Cell-Lining Berlin DMEM, 4,5 % Glc, (1 % P/S/G), 10 % FKS

Oct4-GFP MEF Stemgent® MEF-Medium: DMEM, 1% NEAA, 1% L-Glutamin,

0,1 % B-Mercaptoethanol, 10 % FKS
HEK293T Cheong et al. 2006 DMEM,1 % Glc, (1 % P/S/G), 10 % FKS

Die 1973 etablierte Osteosarkom-Zelllinie (SAOS) (Fogh und Trempe 1975, Fogh
et al. 1977 a; 1977 b) wurde von der Deutschen Sammlung fir Mikroorganismen und
Zellkultur GmbH (DSMZ) bezogen. Die Zellen wurden in 75-cm?-Flaschen ausgesit.
Die Kultivierung erfolgte in mit 4,5 g/l Glukose (Glc) angereichertem DMEM-Medium
unter Zusatz von fetalem Kalberserum (10 %) sowie den Antibiotika Streptomycin,
Penicillin und Gentamycin (je 1 %). Im Brutschrank (Sanyo Electric Biomedical CO)
wurden die Zellen wahrend ihres gesamten Wachstums unter konstanten
Bedingungen (Temperatur 37 °C; 5 % CO, Anteil; Luftfeuchtigkeit 97 %) gezilchtet.
Jeden zweiten Tag erfolgte unter strenger mikroskopischer Kontrolle der
Mediumwechsel. Die Zellen wuchsen in den Kulturflaschen als Monolayer mit einer
Verdopplungszeit von ca. zwei Tagen. Es handelt sich um spindelférmige Zellen, die
schmale Fortsatze bildeten und im Verbund wachsen. Nach Erreichen einer 80 %-

igen Konfluenz wurden die Zellen passagiert. Um eine gleichméafige Verteilung auf
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neue Flaschen zu gewabhrleisten, erfolgte vor jeder Passage eine Uberprufung der
Zellzahl mit dem CASY®.

Die Hep2-Zellen (European Collection of Cell Cultures, ECACC) sind humane
Epitheliomzellen Typ 2 eines Larynxkarzinoms (Moore et al. 1955). Sie wurden aus
Tumoren von bestrahlten und mit Kortison behandelten Ratten gewonnen, denen
Gewebe eines epithelialen Karzinoms aus dem Larynx eines 56 Jahre alten Mannes
injiziert wurde. Diese Zelllinie besitzt Charakteristika von HelLa-Zellen (Henrietta
Lacks, Zervixkarzinom-Zellen). Bei den Hep2-Zellen handelt es sich um rundliche bis
eckige Zellen mit einer Verdopplungszeit von ca. zwei Tagen. Die Zellen wurden in
der Kultur wie die SAOS-Zellen behandelt.

HEK293T-Zellen (Cheong et al. 2006) (Human Embryonic Kidney293T) sind
adharente humane embryonale Nierenzellen. Sie sind relativ einfach zu transfizieren
und dienten der Lentivirus-Produktion, mit deren Hilfe die GFP-Transfektion der
HGF-Zellen vorgenommen wurde. Die Anzucht dieser Zellen erfolgte analog zur
Aufzucht der SAOS-Zellen.

Die Oct4-GFP embryonalen Mausfibroblastenzellen (Stemgent®) besitzen ein
GFP-Reportergen (Brambrink et al. 2008), das auf Exon Nr. 5 im endogenen Oct4
Locus liegt. GFP (green fluorescent protein) wurde zuerst in einer Quallenspezies
(Aequorea victoria) entdeckt und wird mittlerweile zur Untersuchung vieler
biologischer sowie medizinischer Fragestellungen angewendet. Die Kultivierung
erfolgte mit dem speziell fur diese Zellen vorgeschriebenen MEF-Medium. Dabei
handelt es sich um DMEM mit 10 % fetalem Kalberserum, 1 % nichtessentiellen
Aminosauren (NEAA), 1 % L-Glutamin (200 mM), 0,1 % B-Mercaptoethanol (55 mM).
Die Zellen wurden ausgesat. Das Medium wurde alle zwei Tage gewechselt. Die
Passage erfolgte nach Erreichen einer ca. 80 %-igen Konfluenz. Eine
mikroskopische Kontrolle der Zellen wurde téglich durchgefuhrt.

Die humanen Gingivafibroblasten (HGF-Zellen) (HGF, Cell-Lining, Berlin) sind
mesenchymale Zellen mit vielen verschiedenen Funktionen im Korper, z.B. die
Bildung von extrazellularer Matrix sowie die Wundheilung (Poggi et al. 2003; Tanaka
et al. 2003). Sie besitzen eine spindelartige Morphologie. Die Fibroblasten wurden
nach dem Protokoll der SAOS-Zellen kultiviert.

10
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2.2.2 Zellkultur

Die betreffenden Zelllinien wurden in den oben genannten Medien inkubiert und ihre
Entwicklung alle zwei Tage unter dem Mikroskop (Axiovert 35, Carl Zeiss Vision
GmbH, Hallbergmoos) auf Vitalitat, Populationsdichte der Zellen sowie auf mégliche
Kontaminationen hin  Gberpruft. Der Mediumwechsel erfolgte je nach
Proliferationsgeschwindigkeit. Dazu wurden das entsprechende Medium sowie PBS-
Puffer (phosphate buffered saline) auf 37 °C erwarmt. Das verbrauchte Medium
wurde aus den Kulturflaschen abgesaugt und die Flasche im Anschluss mit 10 ml
PBS-Puffer gespult. Danach wurde der Puffer wieder abgesaugt und durch frisches

Medium ersetzt.

Das Passagieren der Zellen wurde nach Erreichen einer ca. 80 %-igen Konfluenz
durchgeftihrt, weil ein zu dichter Zellbewuchs die Alterung der Zellen fordert.
Zuséatzlich kann es durch Anreicherung von Stoffwechselprodukten zum Tod der
Zellen kommen. Zur Vorbereitung des Passagierens wurden alle verwendeten
Substanzen auf 37 °C vorgewarmt. Danach wurde das Medium aus den
Kulturflaschen abgesaugt. Im nachsten Schritt erfolgte das Waschen der konfluenten
Zellkulturflasche mit 10 ml PBS, welches wiederum abgesaugt wurde. Mit PBS
werden Proteinaseinhibitoren entfernt, die sich im Zelliberstand befinden und
Trypsin inaktivieren. Im Anschluss wurden die Flaschen mit 2 ml der Endopeptidase
Trypsin beschickt. Danach erfolgte eine Inkubation der Zellen von etwa 5 min im
Brutschrank (Sanyo Electric Biomedical CO). Das Ablésen der adharenten Zellen
wurde unter dem Mikroskop beobachtet und ggf. durch leichtes Abklopfen der

Kulturflasche verbessert.

Die Trypsinreaktion wurde mit 10 ml DMEM-Medium abgestoppt. Durch
mehrmaliges Resuspendieren der Zellen gegen die Kulturflaschenwand konnten
Zellaggregate vereinzelt werden. AnschlieBend wurden die Zellen bei 300 -g
zentrifugiert und das Pellet in frischem Medium aufgenommen. Die Subkultivierung
erfolgte durch Aliquotierung der Tochterzellen in neue Zellkulturflaschen. Zur
Bestimmung der Zellzahl und Berechnung der Aliquoten wurde das CASY®-System
verwendet. Je nach Zellart wurde die Zellanzahl der Tochterkultur gewahlt und mit

frischem Medium in neue Flaschen gesat.

11
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Zur Aufbewahrung und nahezu unbegrenzten Lagerung von Zelllinien wurde eine
Kryokonservierung durchgefiihrt. Dafur wurden die Zellen mit PBS gewaschen und
abtrypsiniert. Die Trypsinreaktion wurde mit DMEM-Medium abgestoppt. Danach
wurden die Zellen in ein 50-ml-Falcontube Uberfuhrt und fur 5 min bei 1200 rpm
(revolutions per minute)/ 300 - g herunterzentrifugiert. Zum Einfriervorgang wurden
Kryoréhrchen mit 100 pl DMSO (10 %) (Dimethylsulfoxid) vorbereitet. Bei DMSO
handelt es sich um ein organisches Lésungsmittel, welches die Kristallbildung in der
Zelle und somit deren Zerstérung verhindert. Es darf jedoch nur in geringer
Konzentration eingesetzt werden, da sonst die zytotoxische Wirkung tGberwiegt. Die
Zellen wurden pro Réhrchen in 900 pl FKS (fetales Kalberserum) resuspendiert und
in die Kryoréhrchen udberfuhrt. Zur Verhinderung einer Kristallbildung wurden die
Zellen langsam mit einer Temperaturabsenkung von einem Grad Celsius pro Minute
eingefroren. Um dies zu gewahrleisten, wurden die Zellen in einem Freezing
Container (NALGENE®) fiir eine Stunde in den Gefrierschrank (Liebherr Hausgerate)
bei —20°C gestellt. Der Freezing Container enthalt Isopropanol, welches ein
kontrolliertes Einfrieren ermoéglicht. Danach wurden die Zellen in einen

Gefrierschrank (Sanyo Electric Biomedical CO) mit einer Temperatur von — 80 °C

uberfuhrt und schlief3lich in einem dafir vorgesehenen Stickstofftank gelagert.

Die Revitalisierung der Zellen erfolgte durch die Entnahme der entsprechenden
Kryoréhrchen aus dem Stickstofftank. Die Réhrchen wurden langsam aufgetaut und
in ein Falcontube mit dem entsprechenden Medium, welches vorher erwarmt wurde,
uberfuhrt. Um die Chemikalienrickstande des Einfrierens zu entfernen, wurde die
Zellsuspension herunterzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Danach wurden

die Zellen in vorbereitete Kulturflaschen mit 10 ml Medium ausgesat.

CASY® ist ein Gerat zur automatischen Zellzahlbestimmung. Die CASY®-
Technologie beruht auf der Partikelmesstechnik nach dem Widerstandsprinzip und
der Pulsflachenanalyse. Durch die Pulsflachenanalyse kénnen Zellen gezahlt und
analysiert werden. Das Gerat setzt eine Probe einem definierten elektrischen Feld
aus und arbeitet mit dem Stromausschlussverfahren, welches sich die
Isolatorwirkung intakter Zellmembranen zu Nutze macht. Die Integritat der
Zellmembran wird dabei zum Vitalititsparameter erklart. Die ZellgroRe ist
proportional zur Impulshéhe. Ist eine Zelle devital, so ist deren Zellmembran defekt.

Der gemessene Impuls des CASY® ist im Vergleich zur lebenden Zelle geringer. Im

12
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Falle einer toten Zelle wird nur noch das Zellmatrixvolumen erfasst, welches ca. dem
Zellkernvolumen entspricht. Da eine Zelle nicht kleiner als ihr Zellkern ist, kdnnen
avitale von vitalen Zellen anhand der Impulshéhe unterschieden werden.

Je 100 pl einer Probe wurden auf 10 ml CASY®-Puffer gegeben und gut gemischt.
Das CASY®-System saugt dann eine definierte Menge von 400 ul Uber eine
Messkapillare an und bestimmt die Zellanzahl. Die Probe wird mit einer konstanten
Geschwindigkeit durch eine Messkapillare mit definiertem Widerstand injiziert. Die
Zellanzahl pro Milliliter wird zusatzlich in Prozent erfasst. Des Weiteren wird der
Anteil an Debris und Zellaggregaten durch das CASY® ermittelt. Uber die Messdaten
konnte nachtraglich die Gesamtzellzahl der Probe errechnet werden. Diese
Ergebnisse wurden zu statistischen Zwecken sowohl bei der RNA-Isolation als auch
fur die Proliferationsversuche verwendet. Durch die automatische Auszéhlung

konnten reproduzierbare Ergebnisse generiert werden.

2.3 Zellsortierung

Zur Zellsortierung wurden zwei verschiedene Methoden angewandt. Methode (1) war
eine Sortierung nach dem Oberflachenmarker STRO-1 mit Hilfe eines Magnetfeldes.
Methode (2) bediente sich der unterschiedlichen Emissionsspektren. So konnten
GFP-transfizierte von nicht transfizierten Zellen separiert werden. (1) Bei der
Sortierung nach dem Antikérper Stro-1 wurde die MACS® (magnetic cell separation,
Miltenyi Biotec)-Technologie verwendet. Die Zellsortierung wird dabei magnetisch
durchgefiihrt. Die Stro-1*-Zellen wurden mit MACS® MicroBeads markiert. Daraufhin
wurden alle Zellen einem magnetischen Feld ausgesetzt. Durch Spulungen wurden
die nicht markierten Zellen von den markierten, magnetischen Zellen separiert. Die
positiven Zellen konnten nun durch Entfernung des Magnetfeldes gewonnen werden.
Die Vorbereitung der Zellen erfolgte durch Trypsinierung und Herstellung eines
Zellpellets mittels Zentrifugation. In einem Waschschritt folgte die Reinigung des
Zellpellets mit einem Milliliter speziellem MACS®-Puffer. Nach Resuspension des
Pellets wurden die Zellen 10 min bei 200 . g (Erdbeschleunigung) zentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Die Zellzahl wurde mit CASY® bestimmt. Danach wurde die
Probe je nach Zellzahl in PBS (phosphate buffered saline) gelost (200 ul bei
Zellzahlen<12 - 10°, 500 pl bei Zellzahlen >12 - 10°). Im Anschluss wurden die Zellen
mit 4 pl (10 pl bei >12 . 10°% Stro-1 versetzt und 30 min bei 4 °C inkubiert. Nach

Inkubationsende wurde die Probe in 2 ml MACS®-Puffer eluiert und fiir 5 min bei

13
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250 - g zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt. Das Pellet wurde in
80 pl (200 pl bei >12.10°% MACS®-Puffer gelost. Es folgte eine Inkubation von
10 min bei 4 °C mit 20 pl (50 pl bei >12 - 10°%) IgM (MACS® MicroBeads). Die Probe
wurde wiederholt mit 2ml MACS®-Puffer fir 5 min bei 250 - g zentrifugiert und der
Uberstand abgesaugt. Die Stro-1*-Zellen waren nun magnetisch markiert und
wurden in 500 ml MACS®-Puffer aufgenommen. Die entstandene Zellsuspension
wurde in vorbereite Saulen (LS MACS® Separation Columns) tberfithrt und einem
Magnetfeld ausgesetzt. Die Saulen wurden erneut mit Puffer gespult und die Stro-1"-
Zellen in Fraktionen aufgefangen. Nach Entfernung des Magnetfeldes wurden die
Saulen unter Druck gespilt und die Stro-17-Zellen in einer neuen Fraktion
aufgefangen. Die jeweiligen Fraktionen wurden in neue Kulturflaschen Uberfiihrt und
mit Medium versetzt. Nach Erreichen von Konfluenz konnten die erhaltenen Stro-1*-

und Stro-1"-Zellen fir die molekularbiologischen Versuche vorbereitet werden.

Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3

Markierung der Zielzellen mit  Die Proben werden uber LS Das Magnetfeld wird entfernt.
den magnetischen Antikbpern MACS® Separation Columns  Die Zellen die durch die mag-
(MACS MicroBeads®) in das Magnetfeld des MACS®  netischen Antikorper markiert
Multistands gebracht und ge-  waren, kénnen nun in einem
spult. Dies fuhrt dazu, dass neuen Sammelgefald aufge-
nicht durch magnetische An-  fangen werden.
tikérper markierte Zellen aus-
gewaschen werden.

Abbildung 5: Schematische Darstellung der MAC®-Sortierung. Die Schritte 1-3 verdeutlichen den
Ablauf der Separation mittels Magnetfeld (modifizierte Grafik nach Miltenyi Biotec®.
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(2) Zur Ermittlung der Anzahl von erfolgreich mit GFP-transfizierten HGF-Zellen
wurde die Durchflusszytometrie, die FACS-Analyse (Fluorescence-Activated Cell
Sorting), gewahlt (Abbildung 6). Bei der FACS-Analyse wurden die Zellen durch eine
dinne Kapillare vereinzelt und mit einem Laserlicht bestrahlt. Die unterschiedliche
Emission des Laserlichts wurde gemessen und ausgewertet. Die Sortierung der
Zellen erfolgt durch eine gezielte Umpolarisation. Die Zellen durchlaufen dann ein
elektrisches Feld und werden je nach Ladung in verschiedene Geféal3e sortiert. Nach
einer Woche Kokultivierung mit Tumorzellen erfolgte eine zweite Sortierung GFP-
positiver HGF-Zellen. Um die Sortierung vorzubereiten, wurden die Zellen in einem
Milliliter Medium resuspendiert und in ein FACS-Ro6hrchen dberfuhrt. Als
Negativkontrolle dienten nicht transfizierte HGF-Zellen, die in einem Milliliter Medium

analysiert wurden.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des FACS-Gerats mit beispielhaftem Ablauf einer Sortierung
(modifizierte Grafik nach Sabban 2011).
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2.4 Kokultivierung

Der Versuch wurde mit vier Kammerplatten (Imaging Chamber 2, Zell-kontakt GmbH)
durchgefiihrt. Sowohl NH (nonhematopoietic)- als auch MEF-Medium kam in diesem
Versuch zur Anwendung. Bei dem NH-Expansions-Medium handelt es sich um ein
spezielles Medium zur Kultivierung von Stammzellen. Alle Medien wurden ohne
Antibiotikum verwendet. Gerade sterische Antibiotika kbnnen zu einer Fluoreszenz
unter dem Mikroskop fihren und wirden so die Ergebnisse der mikroskopischen
Fluoreszenzaufnahmen verfalschen. Am Tag 0 wurden je 10 000 Oct4-GFP MEF-
Zellen auf zweimal 6-Wells gegeben. Nach 24 h (1 Tag) erfolgte die Kokultivierung
mit etwa 30 000 SAOS- bzw. Hep2- Zellen pro Kammer. Die Kammeranordnung

kann Abbildung 7 entnommen werden.

Strol-/MEF MEF in
in MEF-M MEF-M

Strol* in Strol-in Strol*/MEF
MEF-M MEF-M in MEF-M

Strol*/MEF
in NH

Strol-/MEF
in NH

Strol*in NH Strol~in NH MEF in NH

Abbildung 7: Kammeranordnung der Kokulturen und Kontrollen der Tumorzelllinien SAOS und Hep2-
mit Oct4-GFP MEF-Zellen (MEF). Sie wurden in zwei Medien kokultiviert, dem MEF-Medium (MEF-M)
und dem NH-Medium (NH). Die Tumorzellen wurden vorher in Stro-1" (Stro1")- und Stro-17(Strol)-
Zellen sortiert.

Die Fluoreszenzaufnahmen wurden mit eine hochauflésenden Schwarz-Weil3-
Kamera und den entsprechenden Filtersatzen des Mikroskops (Axiovert 200M, Carl
Zeiss Vision GmbH) durchgefuhrt. Die Exzitation erfolgte bei 365 nm (Filtersatz (FS)
01) und 440-450 nm (FS10) und mit einer Emission von 397 nm (FS01) und 515-
565 nm (FS10). Dabei handelt es sich um das Exzitationsspektrum des GFPs. Die
Wellenldngen und somit die mikroskopischen Filtersatze wurden entsprechend des
Exzitations- und Emissionsspektrums des GFPs gewahlt (Abbildung 8). Den
Grauwertstufen der Schwarz-Weil3-Aufnahmen wurden durch das PC-Programm
Pseudokolorierungen zugewiesen. Beginn der Fluoreszenzaufnahmen war 24 h nach
Versuchsansatz. Einstellungen wie Belichtung und Kontrast wurden in der Fotoreihe

annahrend konstant gehalten. Die Belichtung der Fluoreszenzaufnahmen fir den
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grinen Kanal betrug 6000 ms. Hingegen betrug die Belichtungszeit fur die als

Schwarzweil3-Bilder dokumentierten Durchlicht-aufnahmen 800 ms.

GFP (Green Fluorescent Protein)-Spektrum
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Intensitat
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Abbildung 8: Exzitations- und Emissionsspektrum von GFP. Die Grafik zeigt das Anregungsspektrum
von GFP mit aufgetragener Intensitat gegen die Wellenldnge in nm (modifizierte Grafik hach Cox
2012). Exzitation (blau), Emission (griin). Der Filtersatz des verwendeten Fluoreszenzmikroskops
arbeitet mit der Wellenlange 450-490 nm (Exzitation) und 515-565 nm (Emission). FS10: 450-490nm
(Exzitation), 515-565nm (Emission).

2.5 Transfektion

Transfektion bezeichnet das Einbringen von Fremd-RNA bzw. -DNA in eukaryotische
Zellen. In diesem Fall geschieht dies mit Hilfe der Lipofektion. Es wurden lentivirale
Vektorpartikel mittels Vesikel in die Zielzellen durch Membrantransfusion
eingeschleust. Lentivirale Vektoren werden aus dem Humanen-Immundefizienz-Virus
hergestellt. Es sind meist mehrere Plasmide notwendig, um die Expression von
verschiedenen Genen in den Empfangerzellen (HEK293T-Zellen) hervorzurufen
(Abbildung 9). Diese produzieren dann Viruspartikel, die zur Transfektion der

Zielzelle (HGF-Zelle) verwendet werden.
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Transfect Target Cells

[ fe lort
*CONA or shRNA I
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Lentivirale Partikel

. HGFZellen

Abbildung 9: Schema des Transfektionsablaufs mit drei Plasmiden. Die HEK293T-Zellen produzieren
lentivirale Partikel. Sie werden verwendet, um die HGF-Zellen zu transfizieren (modifizierte Grafik von
Addgene nach Dull et al. (1998); Naldini et al. (1996) und Zufferey et al. (1998)).

Um einzelne Zelltypen besser unterscheiden zu kdnnen, wurden HGF-Zellen mittels
viraler Transfektion GFP in ihr Genom eingebracht. Die Transfektion mit lentiviralen
Vektoren wurde unter Berlcksichtigung aller Sicherheitsvorschriften im S2-Labor
durchgefiihrt. Zur Gewinnung lentiviraler Partikel wurden die HEK293T-Zellen
(ca. 2,0 - 10° Zellen/ml) in 2,5 ml DMEM-Medium (10 % FKS ohne Antibiotika) auf 6-
Well-Platten ausplattiert. Die Zellen wurden im Brutschrank inkubiert. Sobald eine
Konfluenz von 50 - 70 % erreicht war, erfolgte die Transfektion mittels folgendem

Plasmidmix:

Tabelle 4: Plasmidibersicht

Plasmid Menge
pCMV-AR8.91 500 ng
pMD.G-VSV-G 50 ng
pLKO.1-GFP 500 ng

OPTI-MEM (Invitrogen) 30
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Zur Transfektion wurde FuGene 6 (Roche) verwendet. Die Plasmide werden durch
Lipofektion in die HEK293T-Zellen eingebracht.

Der Transfektionsansatz bestand aus 4 ul FuGene 6 und 16 ul OPTI-MEM
(Invitrogen), welches zum Gesamtansatz gegeben wurde. Die Zugabe von FuGene 6
zu OPTI-MEM erfolgte tropfenweise. Danach wurde der Ansatz vorsichtig durch
Schwenken vermischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie3end wurde
der Plasmidmix tropfenweise dem Transfektionsansatz zugefiihrt und erneut durch
leichtes Schwenken gemischt. Nach einer 20 - 30 minitigen Inkubationszeit wurde
der Transfektionsmix tropfenweise auf die HEK293T-Zellen gegeben. Die Zellen
wurden 16 h im Brutschrank (37 °C, 5% CO;) inkubiert. Nach abgelaufener
Inkubationszeit wurde der Transfektionsmix gegen je 2,5 ml DMEM (10 % FKS, 1 %
P/S, 1 % BSA) ausgetauscht und dann fir weitere 24 h im Brutschrank inkubiert. Die
Zugabe von BSA (bovine serum albumin) erhthte die Ausbeute an Viruspartikeln im
Uberstand. Der Uberstand mit den darin enthaltenen Viruspartikeln konnte
abgenommen werden und wurde durch 2,5 ml frisches Medium ersetzt. Das
Gemisch aus Partikeln und Medium wurde 5 min bei 1250 rpm zentrifugiert, um es
von Uuberschissigen HEK293-Zellen zu reinigen. Nach erneuter 24-stundiger
Inkubation, wurde der Arbeitsschritt wiederholt. Die Medium-Viruspartikel konnten
dann direkt weiterverwendet werden oder wurden zur langeren Aufbewahrung bei

— 80 °C eingefroren. Die HEK293T-Zellen wurden verworfen.

Die HGF-Zellen wurden auf 24-Well-Platten ausgesat. Nach Erreichen einer ca.
70 %-igen Konfluenz wurde der vorbereitete virale Uberstand im Verhaltnis 1:1 mit
Medium vermischt und je 1 ml auf jedes Well gegeben. Zusatzlich wurden Polybene
in der Endkonzentration von 10 pg/ml auf die Wells gegeben, um die Virus-Zielzell-
Bindung zu verbessern. Die virale Infektion erfolgte durch Spin Inoculation fir zwei
Stunden bei 2500 rpm (1350 . g). AnschlieBend wurden die Zellen fir 24 h im
Brutschrank inkubiert. Diese Prozedur wurde am folgenden Tag wiederholt. Dann
wurde das Viruspartikelgemisch abgesaugt und verworfen. Um den
Transfektionserfolg zu Uberprifen, wurden die Zellen mittels Durchflusszytometrie

(FACS) nach GFP sortiert und fur Kokultivierungsversuche weiterverwendet.
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2.6 Molekularbiologische Methoden

In diesem Versuchsaufbau wird eine abgewandelte Form der PCR angewandt, die
RT-PCR (reverse Transkriptase-PCR). Es handelt sich dabei um den Nachweis von
RNA, also der Expression von spezifischen Genen. Dazu wird RNA aus Zellen
isoliert, die dann in cDNA (complimentary DNA) umgeschrieben wird. Im Anschluss
erfolgt die Vervielfaltigung der cDNA mittels zweier spezifischer Primer. Sie beginnt
mit der Denaturierung der DNA, so dass zwei Einzelstrange entstehen, an welche die
Primer binden. Die Verlangerung der DNA-Abschnitte geschieht durch die DNA-
Polymerase. In mehreren Zyklen wird so ein spezifisches DNA-Fragment vermehrt.
Das Produkt kann anschlieRend durch Gelelektrophorese sichtbar gemacht werden.
Die schematische Darstellung der PCR kann der Abbildung 10 entnommen werden.

2.6.1 RNA-Isolation und cDNA-Herstellung

Zur Bestimmung der Expression eines Gens in Zellen oder Geweben musste die
RNA zuné&chst isoliert werden. Die Isolation erfolgte mit dem (1) RNeasy®Mini Kit
(Qiagen®) und bei sehr geringer Zellanzahl mit dem (2) NucleoSpin®RNA XS-Kit
(Macherey-Nagel).

(1) Protokoll zur RNA-Isolation mit Hilfe des RNeasy®Mini Kits (Qiagen®). Vor der
RNA-Isolation wurde die Zellzahl bestimmt, je circa 10° Zellen in ein 1,5-ml-
Eppendorfgefall tberfihrt und das Zellpellet bei —80°C im Gefrierschrank
aufbewahrt. Zur Zelllyse wurde der RLT-Puffer mit 1 % B-Mercaptoethanol versetzt.
Je nach Zellanzahl wurden 350 pl (<5-10°) oder 600 pl (5-10°%-1.10") des RLT-
Puffermixes auf das Zellpellet gegeben und fir eine Minute gemischt. Die
Zellsuspension wurde dann auf die QIAShredder-Saulen gegeben und zwei Minuten
bei 10 000 rpm (9300- g) zentrifugiert. Das aufgefangene Zelllysat wurde je nach
Ausgangszellanzahl mit Ethanol (70 %) (Verhéltnis 1:1) suspendiert, auf eine
RNeasy®Spin-Saule pipettiert und erneut fir 15 s bei 10 000 rpm zentrifugiert. Die
RNA war in der Saule gebunden und der Uberstand konnte verworfen werden.
AnschlieBend wurde RW1-Puffer zu gleichen Teilen auf die Sdule gegeben und fur
15 s bei 10 000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde wiederum verworfen. Um
Kontaminationen durch genomische DNA zu verhindern, wurde ein DNAse-Verdau
durchgefuhrt. Zur Vorbereitung wurden 10 pl DNAse mit 70 ul RDD-Puffer gemixt.

Das Gesamtvolumen wurde zum Verdau mdglichst im Zentrum auf die Saulen
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aufgetragen. Danach erfolgte eine 15-minitige Inkubation bei Raumtemperatur.
Nach abgelaufener Inkubationszeit erfolgte ein Waschschritt mit 700 ul RW1-Puffer,
der auf die Séulen gegeben wurde. Die Sé&ulen wurden 15s bei 10 000 rpm
zentrifugiert und der Uberstand anschlieRend verworfen. Dies diente der Entfernung
vorhandener DNAse-Reste. Dann wurden die Saulen mit 500 pl RPE-Puffer
gewaschen. Die praparierten Saulen wurden wiederum 15s bei 10 000 rpm
zentrifugiert und dann ein zweites Mal fir eine Minute bei voller Drehzahl zentri-
fugiert. Dies diente der Entfernung von Pufferriickstanden. Zum Auffangen des
Eluats wurden die Saulen auf 1,5-ml-Eppendorftubes Uberfihrt und in zwei Schritten
mit je 20 pul RNAse free water versetzt und eine Minute bei 10 000 rpm zentrifugiert.
Die aufgereinigte RNA-Probe wurde nun in den Eppendorftubes fiir Folgeversuche
verwendet. Nach Bestimmung des RNA-Gehaltes (mit NanoDrop) wurde sie weiter in

cDNA umgeschrieben und vervielfaltigt.

(2) Protokoll zur RNA-Isolation mit Hilfe des NucleoSpin®RNA XS-Kits (Macherey-
Nagel). Dieses Kit ist geeignet, RNA von Zellzahlen zwischen 100 bis 1.10° zu
isolieren. Es kam bei der RNA-Isolation GFP-transfizierter HGF-Zellen zur
Anwendung. Das Homogenisieren und Lysieren der Zellen erfolgte mit 100 pl RA1-
Puffer und 2 pl TCEP (Tris(2-carboxyethyl)phosphin). Danach wurde das Gemisch
zweimal fir 5s geschittelt. Nun erfolgte die Einstellung der Bindungskonditionen
durch die Zugabe von 100 pl Ethanol (70 %), der durch Auf- und Abpipettieren mit
der Probe vermischt wurde. AnschlieRend wurde das Lysat auf die NucleoSpin®-
Séaulen gegeben, 30 s bei 11 000 rpm (10230- g) zentrifugiert und der Durchfluss
verworfen. Um die Saule zu entsalzen, wurden 100 pl MDB (membrane desalting
buffer) auf die Saule gegeben und erneut 30 s bei 11 000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen. Zum DNA-Verdau wurden 3 ul DNase mit 25 pl
Reaction Buffer vermischt und auf die S&ulen gegeben. Die Saulen wurden fir
15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem DNA-Verdau folgten drei
Waschschritte. Im ersten Waschschritt wurden 100 ul RA2-Puffer auf die Saule
pipettiert und fur 2 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden die Proben 30 s
bei 11 000 rpm zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Im Anschluss wurden sie
zweimal mit RA3-Puffer gewaschen. Daflr wurden 400 pl RA3-Puffer auf die Séaulen
gegeben, 30s bei 11 000 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Nun
wurden 200 ul RA3-Puffer auf die Proben gegeben und 2 min bei 11 000 rpm

zentrifugiert. Zum Auffangen des Eluats wurden die Saulen in 1,5-ml-Eppendorftubes
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Uberfahrt und in zwei Schritten mit je 20 pl RNAse free water versetzt analog zum
RNeasy® Mini Kit-Protokoll (Qiagen®) und eine Minute bei 10 000 rpm zentrifugiert.
Die Probe konnte in den Eppendorftubes aufgefangen werden. Nach Bestimmung
des RNA-Gehaltes (mit NanoDrop) wurde sie weiter in cDNA umgeschrieben und

vervielfaltigt.

Tabelle 5: cDNA-Ansatz

cDNA Ansatz Volumen [pl]
5x iScript® reaction mix 4

iScript® reverse transcriptase 1
Nuclease-free water X

RNA template (100 ng - 1 pg RNA) X
Gesamtvolumen 20 ul

Tabelle 6: Thermocycler-Programm fir cDNA

Thermocycler Programm Temperatur [°C]
Lid 100

5min 25

30min 42

5min 85

Pause 4

Um die RNA in cDNA umzuschreiben, wurde die Methode der reversen Transkription
genutzt. Hierbei wurde das iScript® cDNA Synthesis Kit (BIO RAD) verwendet. Zum
Beginn der Synthese bendétigt die DNA-Polymerase Primer. Dabei handelt es sich um
oligo(dt) und random hexamer Primer. Diese fuhren zur Anlagerung der reversen
Transkriptase. Es erfolgte zunachst die Synthese eines komplementaren cDNA-
Stranges von der mRNA-Matrize (messenger-RNA). Um doppelstrangige DNA zu
erhalten, wird die mRNA mittels RNase H verdaut. Das entstandene cDNA-Produkt
kann nun weiter fur die PCR verwendet werden. Die pipettierten Volumina und der

cDNA-Ansatz kdnnen den Tabellen 5 und 6 entnommen werden.
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2.6.2 Reverse Transkriptase-Polimerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion dient der Amplifizierung spezifischer DNA-
Abschnitte, um sie spater durch Gelelektrophorese nachzuweisen. Die DNA-
Abschnitte werden durch eine Polymerase, die ihre Synthese an speziellen Primern
beginnt, vervielfaltigt.

Gearbeitet wurde mit dem Phusion® Mastermix mit HF-Puffer. Dieser enthélt eine
spezielle Phusion® DNA-Polymerase, bei der es sich um ein Pyrococcus-like-Enzym
handelt, welches mit einer speziellen Domane zur Reaktionsbeschleunigung
ausgestattet ist. Alle Nucleotide befinden sich ebenfalls bereits im Master Mix.
Lediglich die Primer, das Template und Wasser mussen fur die PCR-Reaktion
hinzugefigt werden. Um den Erfolg der PCR zu tberprifen, wird das housekeeping-
Gen GAPDH verwendet. Die Genexpression von GAPDH wird bei jeder PCR
mitbestimmt. GAPDH sollte dann auf dem Agarosegel eine Bande bei 218 bp
besitzen. Pipettierschema und Thermocycler-Programm kdénnen den Tabellen 7 bis 9
enthommen werden.

Mit der PCR-Reaktion sollten die Proben auf die Expression der Gene Oct4, Sox2,
Nanog, c¢-myc und KIf4 untersucht werden. Oct4 (Octamer binding
transcriptionsfactor 4), ebenfalls unter den Synonymen POU5F1 oder MGC22487
bekannt, ist ein Transkriptionsfaktor, der in Stammzellen und Krebszellen zu finden
ist (Nichols et al. 1998; Niwa et al. 2000). Sox2 steht als Abkurzung fir ,sex
determining region Y (SRY)- box 2“ (Collignon et al. 1996). Es handelt sich dabei um
einen Transkriptionsfaktor, der in embryonalen und neuronalen Stammzellen
nachgewiesen wurde (Komitova und Eriksson 2004). KIf4 (Krippel-like Faktor 4) ist
ein Transkriptionsfaktor, der zur Identifizierung von Stammzelleigenschaften genutzt
wird. Er kann sowohl als Tumorsupressor- als auch als Onkogen fungieren (Ghaleb
et al. 2005). C-myc ist ebenfalls ein Transkriptionsfaktor fiir ein Protoonkogen bei
dem vermutet wird, dass es an der Regulierung der Expression von 15 % aller Gene
beteiligt ist (Gearhart et al. 2007). Er beeinflusst die Zellteilung, das Zellwachstum
und die Zellapoptose. Nanog ist ein Transkriptionsfaktor, der fir ein Protein mit einer
Homeodomane kodiert. Er wurde in vitro sowohl in embryonalen Stammzellen als
auch in embryonalen Tumorzellen nachgewiesen (Chambers et al. 2003; Mitsui et al.
2003)
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Tabelle 7: Annealing-Temperatur der Transkriptionsfaktoren. Angabe der Gene, Primer, Annealing-
Temperaturen (Ann. Temp.) und Zyklen.

Gen For Primer Rev Primer Ann. Temp.[ °C] Zyklen
GAPDH GAPDH for GAPDH rev 50 40
Sox 2 Sox2 Il for Sox Il rev 60 40
Oct4 Oct4 h&b for Oct4 h&b Il rev 50 40
c-myc Myc h&b for Myc H&b Il rev 60 30
Nanog Nanog h&b for Nanog h&b Il rev 56 40
Kifa KIf4 h&b for KIf4 h&bll rev 60 30
Tabelle 8: PCR-Ansatz

PCR Ansatz Volumen [pl]

2x Phusion® Master Mix 10

Primer A for 2,5

Primer B (rev) 2,5

Template 5,0

Gesamtvolumen 20 ul

Tabelle 9: Thermocycler-Programm fur PCR

Thermocycler-Programm Temperatur [°C] Zyklen
2 min 95

45s 95

45s 50-60 (Ann.Temp.) 30-40
45s 72

7 min 72

Pause 4
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Figure 8-45b Molecular Biclogy of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

Abbildung 10: Schema eines PCR-Ablaufes. Dargestellt ist die Denaturierung des DNA-
Doppelstrangs, die Anlagerung (Annealing) der Primer und die Verlangerung (Extending, Elongation)
der DNA-Abschnitte (modifizierte Grafik nach Alberts et al. 2008). Dies wird in mehreren Zyklen
wiederholt. Damit entsteht ein Vielfaches eines genau definierten Genabschnitts.

2.6.3 Gelelektrophorese

Die Auftrennung des PCR-Produkts erfolgte mit Hilfe der Gelelektrophorese. Dafir
wurde ein 1,5 %-iges Agarosegel hergestellt, in welchem die Proben bei 85 V fir
eine Stunde in TE-Puffer (Tris (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan) /EDTA-Puffer)
von der Kathode zur Anode flieRen. Die Konzentration des Gels wurde entsprechend
der aufzutrennenden DNA-Fragmente gewahlt. Ein 1,5 %-iges Gel eignet sich zur
Auftrennung von DNA-Fragmenten zwischen 4 - 0,2 kb. Hergestellt wurden
100 — 200 ml Gel. Dazu wurde Agarose abgewogen und in TE-Puffer in der
Mikrowelle aufgekocht. Die Zugabe von 10 pl Ethidiumbromid oder Roti®-GelStain
(ROTH) bei einer Geltemperatur von ca. 50 °C fuhrten bei der spateren Auswertung
zur Fluoreszenz der Banden unter UV-Licht. Danach wurde das erkaltete Agarosegel
in eine Elektrophoresekammer uberfiihrt. Da DNA eine negative Grundladung
besitzt, bewegt sie sich im elektrischen Feld von der Kathode zur Anode. Die Poren
des Agarosegels ermoglichen eine Auftrennung der Nukleinsduren nach ihrer Grol3e.
Kleine Nukleinsdure-Molekile laufen schneller im Gel als gro3e Nukleinsdure-
Molekile. So ergibt sich nach einer bestimmten Zeit eine Auftrennung der Proben
nach ihrer GroRe. Ein GroRenstandard (100 bp Ladder) wurde zur ungefahren

Bestimmung der Basenpaargrof3e eingesetzt. Die Proben wurden zum Verfolgen der
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Lauffront mit Bromphenolblau gemischt, das auch ohne UV-Licht auf dem Gel
sichtbar ist. Die Auswertung des Gels erfolgte mit einem Transilluminator unter UV-
Licht mit Hilfe der BioDocAnalyses 2.0. Software. So konnten Bilder zur

Dokumentation aller Gele angefertigt werden.

Zur Gelextraktion wurde das MiniElute® Gel Extraction Kit (50) verwendet. Die
Banden wurden mit einem Skalpell aus dem Gel geschnitten und Uberflissiges Gel
entfernt. Danach wurde ihr Gewicht bestimmt, welches nicht mehr als 400 mg
betragen darf. Bei hdherem Gewicht mussten die Proben auf mehrere Saulen
aufgetragen werden. Mit Hilfe des MiniElute Kits konnten Proben von 70 bp - 4 kb
extrahiert werden. Nach dem Wiegen der Proben wurde QG-Puffer im Verhaltnis 1:3
also im 3-fachen Volumen zum Gelgewicht hinzugegeben. AnschlieRend wurden die
Proben unter stdandigem Ruhren bei 50 °C fur 10 min inkubiert bis das Gel vollstandig
gelost war. Danach musste der pH-Wert anhand der Farbe der Probenlésung
uberprift werden. BesalRen die Proben eine gelbliche Farbe, so betrug ihr pH-Wert
ca. 7,5. In diesem Fall konnten die Proben weiter verarbeitet werden. Ansonsten
musste der pH-Wert eingestellt werden, bevor die Proben weiter verwendet werden
konnten. Im néachsten Schritt wurde Isopropanol im Verhéltnis von einem Gel-
Volumen (1:1) zu den Proben pipettiert und durch mehrmaliges Hin- und
Herschwenken mit den Proben vermischt. Die Proben wurden auf MiniElute Saulen
Uberfuhrt und fur eine Minute bei 1200 rpm zentrifugiert, um die DNA an die Saulen
zu binden. Der Durchfluss wurde verworfen. Im Anschluss wurden 500 ul QG-Puffer
auf die Saulen pipettiert und erneut eine Minute bei 1200 rpm zentrifugiert. Die
Proben wurden mit 700 pl PE-Puffer gewaschen, fir eine Minute bei 1200 rpm
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Danach wurden die Proben erneut fir
eine Minute bei 13 000 rpm zentrifugiert. Im darauffolgenden Schritt wurden die
Saulen auf einem 1,5-ml-Eppendorftube platziert und zur Elution der Proben 10 pl
EB-Puffer auf die Saulen gegeben. Die Proben wurden fur eine Minute bei

Raumtemperatur inkubiert und nochmals eine Minute bei 1200 rpm zentrifugiert.

Zum Schluss wurden die Proben je nach Herstellerangaben fir die Sequenzierung

vorbereitet.
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2.7 Oct4-Transport von Tumor- auf Nichttumorzellen durch Exosomen

Um auszuschlieBen, dass die Pluripotenzfaktoren ggf. durch Exosomen ubertragen
werden, wurde eine weitere Untersuchung durchgefiihrt. Exosomen besitzen einen
Durchmesser von 40-100 nm und kénnen in Tiegelform oder als runde Vesikel
vorliegen. Um eine mdgliche Ubertragung der Pluripotenzfaktoren durch Exosomen
zu uUberprufen, wurden die Hep2-, SAOS- und Oct4-GFP MEF-Zellen unter den
bereits im oberen Teil der Methodik beschriebenen Bedingungen in Medium ohne
Antibiotika kultiviert. Der Mediumuberstand der Tumorzelllinien wurde jeweils nach
48 h und 72 h Kultivierung abpipettiert und bei 300 - g fir 10 min und dann nochmals
mit 1200 . g fur weitere 10 min zentrifugiert, um Zellen und Debris zu entfernen. Der
zellfreie Uberstand wurde nun tiber einem 0,2-um-Filter filtriert, um groRe Vesikelteile
aus der Zellmembran zu entfernen. Dieser Uberstand wurde daraufhin im Verhaltnis
1:1 mit frischem MEF-Medium gemischt und auf die Oct4-GFP MEF-Zellen gegeben.
Im Anschluss erfolgte eine tagliche fluoreszenzmikroskopische Uberpriifung der
MEF-Zellen auf Fluoreszenz fur 120 h. Die fluoreszenzoptische Aktivierung der MEF-
Zellen, bei der fur GFP- typischen Wellenlange, ware dann ein Beweis der
Ubertragung von Oct4 durch Exosomen. Beim Ausbleiben der Fluoreszenz kann

dieser Ubertragungsweg ausgeschlossen werden.

2.8 Statistik

Die statistische Datenanalyse wurde mit dem Programm SigmaPlot (Systat Software,
San Jose, CA, USA) vorgenommen. Dabei wurden die gemessenen Werte zunachst
in ein Excel-Datenblatt Gbernommen, das anschlieRend in SigmaPlot importiert
wurde. Mit SigmaPlot wurden dann Mittelwerte und Standardabweichungen bzw.
Medianwerte sowie deren Perzentilen berechnet und Grafiken erstellt. Als
Signifikanztests wurden entsprechend der t-Test oder der Mann-Whitney-U-Test
gewahlt. Lagen Mittelwerte bzw. Medianwerte mehrerer Gruppen vor, so wurde eine
Varianzanalyse mit dem entsprechenden ad-hoc-Test vorgenommen (z.B. ANOVA

plus Holm-Sidak-Test oder Bonferoni-Test).
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3 Ergebnisse

Zur Beantwortung der Fragestellung wurden vier verschiedene, aufeinander
aufbauende Untersuchungen vorgenommen. (1) Als Ergebnisse werden zunachst die
Auswertungen der Zellsortierungen nach dem Stro-1-Oberflachenmarker der Hep2-
und SOAS-Zellkulturen aufgefuhrt. (2) Anschlielend wurde die Morphologie der
Zellen mit Hilfe von mikroskopischen Aufnahmen untersucht. (3.) Danach wurden die
beiden Tumorzelllinien nach Stro-1*- und Stro-1"-Zellen getrennt mit den Oct4-GFP
MEF-Zellen kokultiviert, um die Ubertragung der Transkriptionsfaktoren Oct4 von den
Tumorzelllinien auf die MEF-Zellen zu uberpriifen. Ein moglicher Ubertragungsweg
des Pluripotenzfaktors Oct4 durch Exosomen wurde anschlielend tberpruft. (4) In
einem zweiten Kokulturversuch wurden dann GFP-transfizierte HGF-Zellen mit den
nichtsortierten Zelllinien kokultiviert. Im Anschluss wurden die GFP-markierten HGF-
Zellen wieder aussortiert und mit Hilfe der RT-PCR und der Gensequenzierung auf

Expression ausgewahlter Transkriptionsfaktoren analysiert.
Zellsortierung nach dem Stro-1-Oberflachenmarker

Die Tumorstammzelllinien wurden nach Erreichen von Konfluenz mit dem
Stammzellmarker Stro-1 sortiert und fir weitere Kokultivierungsversuche verwendet.
In den Sortierungen wurden die mit den Stammzellmarkern Stro-1 gekoppelten
Zellen als positiv definiert. Die restliche Population, welche nicht an den
entsprechenden Marker gebunden hat, wird als negativ bezeichnet. Alle Ergebnisse
werden in den A-Tabellen 5 bis 9 im Anhang aufgefihrt und in der Abbildung 12
dargestellt.

Der Zellsortierung lagen Kulturen der jeweiligen Tumorzelllinien zugrunde, die in
Abbildung 11 dargestellt sind. Die Zellsortierung von Hep2-Zellen mit dem Marker
Stro-1 wurde mit ca. 340 - 10° Zellen durchgefiihrt. Die deskriptive Statistik dazu

kann der A-Tabelle 5 entnommen werden.
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Abbildung 11: Mischkultur Hep2- und SAOS-Zellen. Links: Hep2-Zellen (P4) als unsortierte Kultur
nach 24h Inkubation. Rechts: SAOS-Zellen (P3) in Kultur nach 24h Inkubation. Die Belichtungszeit
betragt 800ms. Der MaRstabsbalken befindet sich im rechten unteren Bildrand und entspricht 100 pm.

Fur die Hep2-Zellen ergaben sich ca. 4,2 - 10° Stro-1*-Zellen und 323,6 - 10° Stro-1"-
Zellen. Dies entspricht einem Prozentsatz von 1,32+0,49 % Stro-1'- und
98,68 + 0,49 % Stro-1"-Zellen (A-Tabelle 6, Abbildung 12).

Bei der Zellzahlung der SAOS-Zellen wurde eine Gesamtzellzahl von ca. 85 - 10°
Zellen ermittelt (A-Tabelle 7). Die Gesamtausbeute SAOS®"™'*-Zellen betrug
insgesamt ca. 1,3.10° und SAOS®"'"-Zellen 81,4.10° Dies entspricht einem
Prozentsatz von 1,97 + 0,95 % Stro-1*- und 98,03 + 0,95 % Stro-1"-Zellen (A-Tabelle
8, Abbildung 12). Sortierte Stro-1-Zellen der Passage 4 wurden anschlielend
separat als positive und negative Population zuséatzlich weiter kultiviert. Sowohl die
vorher als Stro-1" sortierten Zellen als auch die als Stro-1" sortierten Zellen wurden
erneut nach einwochiger Inkubation sortiert. Beide Zellpopulationen enthielten
wiederum sowohl einen Teil Stro-1*-Zellen als auch einen Anteil Stro-1"-Zellen. Die
aus der Passage 4 eingesetzten 860 - 10° positiven Zellen fiihrten bei erneuter
Sortierung nach einer Inkubationszeit von sieben Tagen zu einer Ausbeute von ca.
60 - 10° (7,14 %) Stro-1*-Zellen und 800 - 10° (92,89 %) Stro-1-Zellen. Aus der
Sortierung von 65 - 10° Stro-17-Zellen der Passage 4 ergab sich nach erneuter
Sortierung eine Anzahl von 180 .10% (1,77 %) Stro-1-positiver und ca. 9,8 - 10°
(98,24 %) negativer Zellen. Die Ergebnisse konnen der A-Tabelle 9 entnommen

werden.
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Abbildung 12: Ergebnisse der Zellsortierung (S1-10) der Tumorzelllinien Hep2 und SAOS. Die
Zellsortierungen sind nicht mit den Zellpassagen zu verwechseln (siehe Anhang Tab. A-5 bis A-8). In
den beiden oberen Grafiken (A und B) sind die Mittelwerte zusammen mit den Standardabweichungen
aller Sortierungen (S1-S10) dargestellt. A) Zellzahl der Hep2°™™* und Hep2°"" der Sortierungen S1-
S10 B) Zellzahl der SAOS®"™™- und SAOS®"™™"- Zellen der Sortierungen S1-S10 C) Darstellung der
Mittelwerte (MW; n=3) und Standardabweichungen (SD) der Zellzahl von Hep2®"**- und SAOS®"™™*-
Zellen der jeweiligen Sortierungen. D) Relative Zellzahl der Hep2®"™™- und SAOS®"™"*-Zellen der
jeweiligen Sortierung in Prozent. Die horizontalen Linien geben den jeweiligen Mittelwert fur die Stro-
1*- Hep2- und SAOS-Zellen aller Sortierungen (S1-S10) an.
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Die Sortierung zeigt, dass auch in der standardisierten Zelllinie der SAOS-Zellen
Stro-1*-Zellen nachgewiesen werden konnten. Allgemein ist festzustellen, dass der
Anteil an Stro-1"-Zellen in den jeweiligen Tumorzellpopulationen wesentlich geringer

war als der Anteil negativ getesteter Zellen. Die Hep2°"**

-getesteten Zellen
ergaben zwar in der Summe eine héhere Anzahl Stro-17-Zellen, weisen aber im
Vergleich zu SAOS-Zellen einen geringeren Prozentsatz Stro-17-Zellen auf. Bei allen
durchgefuihrten Sortierungen konnte eine Mischpopulation von sowohl Stro-1*- als
auch Strol’-Zellen identifiziert werden. Ein Zusammenhang zwischen dem
Prozentanteil der auf den Oberflachenmarker positiv getesteten Zellen und der
Anzahl der Passagen, konnte in diesem Versuchsaufbau nicht festgestellt werden.
Eine erneute Sortierung von Stro-17-Zellen nach 7 Tagen Kultivierung ergab einen
hoheren Anteil Stro-1*-Zellen als in der Erstbestimmung, aber auch einen Anteil
Strol™-Zellen. Die in der Erstsortierung als Stro-1"- identifizierten Zellen enthielten in
der Wiederholungssortierung nach einer Woche Kulturdauer ebenfalls einen Anteil

Stro-1"-Zellen, der jedoch geringer ausfiel.

Zusammenfassung

In der Hep2-Zellpopulation konnten im Durchschnitt 1,32 + 0,49 % Stro-1" und bei
den SAOS-Zellen 1,97 + 0,95 % Stro-1" identifiziert werden. Bei zeitlich versetzten
Wiederholungsbestimmungen fiel auf, dass die Expression des Oberflachenepitops
Stro-1 innerhalb der Gesamtzellzahl geringer wurde. So z. B. waren 100% positive

Zellpopulationen nach 7 Tagen nur noch zu 7, 14 % positiv.

3.1 Morphologische Aspekte der sortierten Zellen

Zur morphologischen Untersuchung wurde das Wachstum der nativen Zellen
zunachst unter dem Mikroskop beobachtet und anschlieend vor Erreichen der
Konfluenz fotografiert. Die Bilder wurden dann mit einem Imageanalysesystem
(SigmaScan) vermessen und statistisch ausgewertet. Zur Analyse lagen Stro-1*- und
Stro-1"- Hep2- sowie SAOS-Zellen in Reinkultur vor. Die Zellpopulationen wurden in
den zwei Medien NH und MEF kultiviert. Die mikroskopische Beobachtung der
Zelllinien wurde taglich durchgefiihrt. So konnte die Entwicklung der Kulturen der
Stro-1*- und Stro-1"-Zellen dokumentiert werden. Durch die Vermessung und die
Auszadhlung der Zellen konnten Unterschiede in Form und Grol3e der Zellen

ausgewertet werden.
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Abbildung 13: Kulturen von Hep2™- und SAOS®"-Zellen. Spharische Kulturen von Stro-1*-
Hep2- rechts und SAOS-Zellen links nach 72h in NH-Medium ohne Antibiotika. Die Belichtungszeit
betrug 800 ms. Der MaRstabsbalken befindet sich im unteren rechten Bildrand und entspricht 100 pm.

Bei der mikroskopischen Beobachtung des Kulturwachstums ergaben sich
Unterschiede zwischen Hep2- und SAOS-Zellpopulationen. Besonders bei den
SAOSS™*.Zellen war ein spharisches Wachstum der Kultur nach Populations-
zunahme zu beobachten. Sowohl Hep2°™**- als auch SAOS®"**-Zellen wuchsen
vereinzelnd ausgesat unter Koloniebildung als dichte Kulturen auf kleinem Raum
unter Ausbildung mehrerer Ubereinander liegender Zellschichten (Abbildung 13). Im
Gegensatz dazu wiesen die Stro-1-Kulturen ein vollig anderes Wachstumsmuster
auf. Sie neigten eher zum breitflichigen Wachstum mit Ausbildung eines
Monolayers. Nicht nur die Anordnung der Populationen, sondern auch die
Morphologie der einzelnen Zellen unterschied sich voneinander (Abbildung 14 und
15). SAOS Zellen sind langgestreckte Zellen mit kleinen Fortsétzen, die Fibroblasten
ahneln. Sie sind geringfigig gro3er und schlanker als Hep2-Zellen. Hep2-Zellen
entwickeln eckige bis runde Zellformen, die kompakter als SAOS-Zellen imponieren.
Alle Zellen besaRRen einen Zellkern, der Uberwiegend mittig in der Zelle angeordnet
war. Bei der mikroskopischen Beobachtung der Kulturen konnten hinsichtlich der
Morphologie keine wesentlichen Unterschiede zwischen den unterschiedlichen
Kulturmedien festgestellt werden. Bei der Vermessung der Zellgrol3en ergaben sich

jedoch fur Strol*- und Stro-1"-Zellen in Abhéngigkeit von beiden Medien signifikante

Unterschiede der Zellgro3en.
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MEF
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MEF

NH

Abbildung 14: MikroskoPaufnahmen der Stro-1- sortierten Tumorzelllinien. Wachstum und
Morphologie von Hep2"**- und Hep2"*-Zellen sowie SAOS®™™*- und SAOS*™'-Zellen in
unterschiedlichen Medien. Die Abbildung zeigt Ubersichtsaufnahmen der Stro-1*- und Stro-1- SAOS-
und Hep2-Zellen im NH- und MEF-Medium. Links Stro-1'- und rechts Stro-1-Zellen. Die
Ubersichtsaufnahmen wurden nach einer Inkubationszeit von 24 h durchgefihrt. Die Belichtungszeit
betrug 800 ms. Der Mal3stabsbalken befindet sich im unteren rechten Bildrand und entspricht 100 pm.
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Abbildung 15: Zellflichen der Stro-1*- und Stro-1-Hep2- und SAOS-Zellen im MEF-/NH-Medium. In
der Grafik sind die Medianwerte, die 5 %-, 25 %-, 75 %- und 95 %- Perzentilen, die Minimum- und
Maximumwerte sowie die Mittelwerte als rote Markierung innerhalb der Boxplots dargestellt.

Tabelle 10: Zellflichen der Stro-1'- und Stro-1-Hep2- und SAOS-Zellen im MEF-/ NH-Medium. Die
Tabelle gibt den Stichprobenumfang, die Median- und Perzentilwerte sowie die Signifikanzen an.

Signifikanztest der Zellflichen der positiven gegen die negativen Zellen*

Zelllinie Medium N **Median 25% 75% Signifikanz
SAOS pos. MEF 167 1700 1190 2598 P<0,001
SAOS neg. MEF 764 1388 1032 1986
SAOS pos. NH 485 2382 1762 3188 P<0,001
SAOS neg. NH 575 1691 1194 2370
Hep2 pos. MEF 20 1651 939 2490 P=0,029
Hep2 neg. MEF 705 1227 872 1660
Hep2 pos. NH 161 1325 977 1932 P=0,023
Hep2 neg. NH 398 1469 1140 2066

Signifikanztest der Zellflichen des MEF-Mediums gegen das NH-Medium*
SAOS pos. MEF 167 1700 1190 2598 P<0,001
SAOS pos. NH 485 2382 1762 3188
SAOS neg. MEF 764 1388 1032 1986 P<0,001
SAOS neg. NH 575 1691 1194 2370
Hep2 pos. MEF 20 1651 939 2490 P=0,257
Hep2 pos. NH 161 1325 977 1932
Hep2 neg. MEF 705 1227 872 1660 P<0,001
Hep2 neg. NH 398 1469 1140 2066

*Mann-Whitney U —Test; ** Angaben in um?
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Die statistische Auswertung der Zellen ergab eine signifikant hohere Zellflache der
SAOS®™ " Zellen gegeniiber den SAOS®"™ ' -Zellen in beiden Medien (Abbildung
15, Tabelle 10). Dabei bildeten SAOS®"**-Zellen, kultiviert in NH-Medium, die
groften Zellflachen (Medianwert: 2382 um?) bei maximaler Zellausdehnung und
geringster Kompaktheit aus (A-Tabelle 10). Sie erreichten eine maximale Lange von
95,23 um. Dies bestatigen auch die bereits in der mikroskopischen Auswertung
beschriebenen Beobachtungen von langgestreckten grof3en Zellen. Die statistischen
Auswertungen fur die Hep2-Zellkultur fihrten zu keinen einheitlichen Ergebnissen.

-1+
25tr0 1

Der grofite Medianwert der Zellflache von 1651 pm? ergab sich bei Hep -Zellen,

welche in MEF-Medium kultiviert wurden. Hep23"™-Zellen erreichen im NH-Medium

die groBten Zellflachen. Die Hep25"**

-getesteten Zellen waren auch insgesamt
kompakter als die negativ getesteten Zellen (A-Tabelle 10). Die hochste Kompaktheit
(20,79) im Vergleich zu den anderen Zellkulturen erreichten Hep25"'*-Zellen im NH-
Medium. Hep2-Zellen sind der Analyse zufolge kleinere Zellen, die meist kompakter

und von geringerer Lange sind als die SAOS-Zellen.

Zusammenfassung

Die Stro-1'-Zellen beider Populationen wachsen in Kolonien, sind groRer als die
ubrigen Zellen und unterscheiden sich in ihrem Wachstumsverhalten eindeutig von
den restlichen Zellen der Kultur. Die GroRe der Stro-1*- und Stro-1-Populationen
beider Zelltypen ist stark abhangig vom jeweiligen Kulturmedium. Die Hep2°"**-
Zellen sind im MEF-Medium um 35 % grofRer und im NH-Medium um 10 % kleiner
als die Hep2°"'-Zellen. Die SAOS®"**-Zellen sind im MEF-Medium um 23 % und
im NH-Medium um 42 % groRer als deren Stro-1"-Zellen. Im NH-Medium sind die
SAOSS™*_Zellen um 40 % und deren negative Zellen um 22 % gréRer als im MEF-
Medium. Die Hep2°"'*.Zellen sind hingegen um 20 % kleiner im NH-Medium,

wahrend die negativen um 20 % grof3er als im MEF-Medium sind.

Die Stro-1*-Zellen sollen in den Folgeversuchen auf ihre mogliche Interaktion mit

tumorfremden Zellen untersucht werden.
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3.2 Kokultivierung von Tumor- und Promotorzellen

In einem Screening-Test sollte zunadchst abgeklart werden, ob die beiden
Tumorzelllinien Oct4 exprimieren und auf andere Zellen tUbertagen kdnnen. Fur das
Kokultivierungsexperiment wurden die Stro-1'- und Stro-1-Zellen beider
Tumorzelllinien mit Oct4-GFP MEF-Zellen kokultiviert. Unter Bertcksichtigung von
Verdopplungsgeschwindigkeit und ZellgroRe wurde eine Kammer mit ca. 30 000
Zellen befullt. Die Oct4-GFP MEF-Zellen besitzen die Eigenschaft unter Expression
von Oct4, GFP (green fluorescent protein) zu produzieren und dann zu fluoreszieren.
Kommt es also zur Produktion von Oct4 innerhalb der Zelle, wird ebenfalls der
Fluoreszenzfarbstoff GFP produziert. Dies wurde in Mikroskopaufnahmen
festgehalten. Anhand dieser standardisierten Aufnahmen wurden die Intensitat und
die Flache der Fluoreszenz bestimmt. Dazu wurden die Zellen alle 24 h unter dem
Fluoreszenzmikroskop beobachtet und fotografiert. In den Kokulturen war eine starke
Ausbildung von Zell-zu-Zell-Kontakten zu beobachten. MEF- und Tumorzellen
konnten vor allem durch ihre GréRenunterschiede visuell differenziert werden. In der
Abbildung 16 sind diese Groéfl3enunterschiede noch einmal veranschaulicht; die

entsprechenden Messdaten befinden sich im Anhang (A-Tabelle 11).

Grolenvergleich der Zellen

[ MEF-Medium
I NH-Medium
40000

30000

20000

Zellfliche [pm?)

10000

0 —Hl ——mm

0 SAOS Hep2 MEF

Abbildung 16: GroRenvergleich der Zellflachen. Dargestellt sind Mittelwerte und Standard-
abweichungen der Zellflache in um? der Zelllinien Hep2, SAOS und Oct4-GFP MEF in MEF- und NH-
Medium.
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Der Mittelwert der Zellgrole der MEF-Zellen betrdgt in MEF-Medium
ca. 13,6 - 103 ym? in NH-Medium 31,7 -10°pum?® Die Zellen zeigen groRe
Schwankungen in ihrer Flache. Dennoch sind sie wesentlich grof3er als die SAOS-

und Hep2-Zellen. Die mittlere ZellgroRe von Hep2-Zellen in MEF-Medium lag bei
1,4 - 10° pm? und in NH-Medium bei 1,6 - 10° um?. Die SAOS-Zellen besalen eine
mittlere ZellgroRe von 1,8 - 10° pm? in MEF-Medium und 2,3.10° pm? in NH-
Medium. Alle Zellen wiesen eine hohere mittlere Zellgro3e in NH-Medium auf.

Abbildung 17: Interaktion zwischen Hep2- und Oct4-GFP MEF-Zellen. Zell-zu-Zell-Verbindungen
zwischen HepZStm'“-Zellen mit Oct4-GFP MEF-Zellen nach 48 h Inkubation (weil3er Pfeil). Zu sehen
sind je zwei MEF- (Nr. 1 und 2) und zwei Hep2-Zellen (Nr. 3 und 4), die miteinander interagieren.
Mikroskopische Filtersatze waren zur Darstellung von GFP geeignet (s. Material und Methoden). Die
Detailaufnahme wurde nach einer Inkubationszeit von 24 h durchgefuhrt. Die Belichtungszeit der
Fluoreszenzaufnahme betrug 6000 ms, die der Durchlichtaufnahme 800 ms. Die Farben wurden
anhand der Grauwertunterschiede der hochauflésenden Schwarzweillaufnahme vom Computer
zugeordnet (Pseudokolorierung). Der Mal3stabsbalken befindet sich im unteren rechten Bildrand und
entspricht 100 pm.

MEF-Zellen besitzen ein weit ausgebreitetes Zytoplasma. In manchen Zellen sind

mehrere Kerne zu finden. In den Kokulturen konnte bereits nach 24 h Inkubation ein
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schwaches Leuchten der Oct4-GFP MEF-Zellen wahrgenommen werden, das
zeitabhangig zunahm. Der zeitabhangige Flachen- und Intensitatsverlauf der
Fluoreszenz ist in Abbildung 19 dargestellt. Diese GFP-Fluoreszenz breitete sich
rund um den Kern in Richtung der Peripherie des Zytoplasmas aus. Die leuchtenden
Strukturen imponierten meist rundlich, vakuolen- oder granuladhnlich (Abbildung 17
und 18). Die Fluoreszenz zeigte sich sehr variabel in den MEF-Zellen. Sie reichte
von kleinen Kornchen bis hin zu grof3eren Flachen. Nach ca. einw6chiger Inkubation
der Mischkulturen war der Zellrasen meist so dicht gewachsen, dass eine visuelle
Unterscheidung der Zellen unter morphologischen Gesichtspunkten nicht mehr

moglich war. Folglich wurde der Versuch dann beendet.

(1) Ergebnisse der GFP-Fluoreszenzflache und —intensitat von MEF-Promotorzellen
in Kokultur mit Hep2°"***- und Hep2°"*-Zellen in MEF-Medium. Die graphische und
statistische Auswertung der GFP-Fluoreszenzflache und deren Intensitat ist der
Abbildung 19 und den A-Tabellen 12 und 13 zu entnehmen. Die Kokultur von
Hep25"™!*.Zellen mit MEF-Zellen, in MEF-Medium kultiviert, weist dabei einen
anndhernd linearen Anstieg der GFP-Fluoreszenzflache mit zunehmender
Inkubationszeit auf. Im Gegensatz dazu ist die Fluoreszenzflache der Kokultur mit
den negativ getesteten Zellen (Hep2"*, MEF-Medium) anfangs am groften und
fallt dann langsam ab. Sie erreicht jedoch nicht einmal ein Viertel der Flache der
Kokultur der positiv getesteten Zellen. Ein GFP-Intensitatsmaximum innerhalb der
Kokultur mit Stro-1*-Zellen wird nach den ersten 48 h Inkubation erreicht. Die
Mischkultur aus Hep2°"*-Zellen und Oct4-GFP MEF-Zellen erreicht ihr Maximum
erst nach einer Inkubationszeit von 92 h.

(2) Ergebnisse der GFP-Fluoreszenzflache und —intensitdt von MEF-Zellen in
Kokultur mit SAOSS"*-.und SAOS®"*-Zellen in MEF-Medium. Die Auswertung der
gewonnenen Daten fur die Kokultur mit SAOS-Zellen, kultiviert in MEF-Medium,
fiihrte zu anderen Resultaten. Mischkulturen aus SAOS Stro-1'-getesteten Zellen
und MEF-Zellen wiesen eine maximale Fluoreszenzflache (1260,93 pm?) nach 48 h
Inkubation auf. Diese Fluoreszenzflache entspricht mehr als dem Sechsfachen, der
in diesem Versuch gemessenen Fluoreszenzflachen (SAOSS"™ . und SAOSS"™ -
Zellen mit Oct4-GFP MEF-Zellen in MEF-Medium). Die Kokultur erreicht das
Intensitatsmaximum mit SAOS®"**-Zellen nach vier Tagen (1,290 arithmetisches
Mittel), die Kokultur mit Stro-1"-Zellen bereits nach zwei Tagen (1,372 arithmetisches
Mittel).
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(3) Ergebnisse der GFP-Fluoreszenzflache und —intensitdt von MEF-Promotorzellen
in Kokultur mit SAOS®"**-und SAOS®"*-Zellen in NH-Medium. Mischkulturen aus
MEF-Zellen mit SAOS®"**-Zellen, kultiviert in NH-Medium, erreichten die groRte
Fluoreszenzflache. Es erfolgte ein steiler Anstieg der Fluoreszenzflache zwischen 48
(289,19 pm? und 72 h (933,01 um?). Die Kokultur mit den SAOSS"™'.zellen
erreichte ein Maximum ihrer Fluoreszenzflache nach 48 h (747,47 um?). Die mittlere
Intensitat der Fluoreszenz erreichte in der Mischkultur mit SAOSS"**-Zellen ihre
Maxima zwischen 48 (1,135 arithmetisches Mittel) und 72 h (1,148 arithmetisches
Mittel). Das Intensitatsmaximum der Kokultur aus MEF- und Stro-1"-Zellen wird nach
144 h (1,237 arithmetisches Mittel) gemessen. Dieses Intensitdtsmaximum ist hoher
als das der Mischkultur aus positiv getesteten SAOS-Zellen und MEF-Zellen.

Abbildung 18: Fluoreszenzaufnahmen: Kokulturen von Tumorzellen mit Oct4-GFP MEF-Zellen. Die
oberste Reihe zeigt Hep2-Zellen in Kokultur mit MEF-Zellen in MEF-Medium nach 168 h Inkubation.
Die untere Reihe zeigt SAOS-Zellen in Kokultur mit MEF-Zellen nach 144 h in NH-Medium (links) und
in MEF-Medium (rechts). Die Belichtungszeit der Fluoreszenzaufnahme betrug 6000 ms, die der
Durchlichtaufnahme 800 ms. Die Farben wurden anhand der Grauwertunterschiede der
hochauflosenden Schwarzwei3aufnahme vom Computer zugeordnet (Pseudokolorierung). Der
MalRstabsbalken befindet sich im unteren Bildrand und entspricht 100 pum.
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Abbildung 19: Fluoreszenzflache und -intensitat der Oct4-Promotorzellen wéahrend der Kokultur mit
Hep2- und SAOS-Zellen im MEF- und NH-Medium. In der linken Spalte der Abbildung ist die
Inkubationszeit in Abh&ngigkeit der Fluoreszenzflaiche pro Zellen aufgetragen. Rechts ist die
Inkubationszeit in Abhangigkeit der GFP-normalisierten Fluoreszenzintensitat abgebildet. Ausgewertet
wurden Fluoreszenzaufnahmen von Oct4-GFP MEF-Zellen, die mit den nach dem Oberflachenmarker
Stro-1 sortierten Tumorzelllinien, SAOS und Hep2 kokultiviert wurden. In der rechten Spalte wurde
das Konfidenzintervall fir die jeweiligen Werte in der Grafik angegeben. Die Hep2-Zellen wurden in
MEF-Medium kultiviert, die SAOS-Zellen in NH- (unterste 2 Grafiken) und MEF-Medium (mittlere 2
Grafiken). Die Messungen wurden anhand der Grauwerte der Originalbilder vorgenommen. Die
Messwerte und Statistik sind den A-Tabellen 12 und 13 zu entnehmen.
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In einem weiteren Versuch galt es zu uberprifen, ob die beobachtete Ubertragung
von Oct4 von den Tumorzellen auf die Promotorzellen durch Exosomen verursacht
wurde. Dazu wurden 2 getrennte Versuchsanordnungen durchgefuhrt. Die
exosomenpartikelhaltigen Uberstande wurden jeweils 48 und 72 h nach Aussaat der
SAOS/Hep2-Zellkulturen gewonnen. Die Versuchsansatze wurden taglich fur die
Dauer von 4 Tagen mikroskopisch Uberwacht. In keinem der beiden
Versuchsansatze konnte eine Fluoreszenz der MEF-Promotorzellen beobachtet
werden. Die beiden Versuchsansatze belegen, dass unter den gegebenen
Versuchsbedingungen keine Ubertragung von Oct4 von Hep2- oder SAOS-Zellen auf

die MEF-Promotorzellen durch Exosomen stattfindet.

Zusammenfassung

Sowohl Stro-1"- als auch Stro-1-Zellen der Zelllinien SAOS und Hep2 iibertragen
Oct4 auf die Promotorzellen. Eine Ubertragung von Exosomen konnte
ausgeschlossen werden. Die Fluoreszenzmessung ergibt jedoch eine grofRRere
Fluoreszenzflache der Promotorzellen in der Kokultur mit den Stro-1°-Zellen. Die
zeitabhangige Expression von GFP in den Promotorzellen der SAOS-Kokultur ist
abhangig vom Kulturmedium. Eine schnellere Entwicklung von Flache und Intensitat
wird im MEF-Medium, ein langanhaltender Verlauf beider Parameter im NH-Medium

erreicht.

Es war daher notwendig im nadchsten Schritt die Genexpression von Oct4 in den
Tumorzellen nachzuweisen. Ferner sollte geklart werden, ob sich als weitere

Pluripotenzfaktoren c-myc, Sox2, Nanog und Klf4 nachweisen lassen.

3.3 Ubertragung der Pluripotenzfaktoren von Tumor- auf Somazellen

Um den Nachweis der Ubertragung von Pluripotenzfaktoren von Tumorzellen auf
somatische Zellen zu dberprifen, wurden zunéchst beide Zelltypen auf die
Expression der Faktoren Oct4, Nanog, c-myc, Sox2 und KIf4 Uberpruft. Als
somatische Zellen dienten dabei HGF-Zellen, die mit den Tumorzelllinien fur eine
Woche kokultiviert wurden. Um die HGF-Zellen nach der Kokultur von den
Tumorzellen separieren zu kénnen, wurden diese vor Versuchsbeginn mit GFP

transfiziert und markiert.
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3.3.1 Charakterisierung von Tumor- und Somazellen

Mit Hilfe molekularbiologischer Verfahren erfolgte die Untersuchung der
Tumorzelllinien auf Pluripotenzfaktoren. Dafir wurde RNA aus den zu
untersuchenden Zellen isoliert, in cDNA umgeschrieben und bestimmte
Gensequenzen durch RT-PCR (reverse Transcriptase- Polimerase Chain Reaction)
vervielfaltigt. Die RT-PCR stellt dabei eine hochspezifische Methode dar, um
bestimmte Gensequenzen auf Transkriptebene zu analysieren. Das Haushaltsgen
GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase), welches in allen Lebewesen
vertreten ist, wurde als Positivkontrolle verwendet. AnschlieRend wurde das PCR-
Produkt durch ein Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Die erhaltenen Banden
wurden mittels Sequenzierung analysiert. Bei den zu untersuchenden Markergenen
handelte es sich um Oct4, Sox2, KlIf4, c-myc und Nanog. Mit Hilfe der PCR und
anschlieBender Gelelektrophorese wurden Expressionsbanden erhalten. Das
Zellmaterial, welches von Stro-1"- und Stro-1"-Zellen zur RNA-Gewinnung eingesetzt

wurde, unterschied sich in der Zellzahl. Die Anzahl Stro-1"-Zellen war geringer.

Bei der Abbildung 20 handelt es sich um die RT-PCR-Ergebnisse von Hep25"*.,
Hep25™ Y. SAOS®"'*. und SAOSS"™ ' -Zellen. Die Pluripotenzfaktoren Oct4, Sox2,
c-myc und Nanog konnten in allen Zellproben nachgewiesen werden. Alle
untersuchten Pluripotenzfaktoren, mit Ausnahme von KIf4, wurden als klare Banden
exprimiert. Es sind keine signifikanten Unterschiede in der Expressionsintensitat
feststellbar. Lediglich bei den SAOS®"*-Zellen war die Expression der einzelnen

Faktoren geringer.
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Hep2 Hep2 SAOS SAOS
STRO-1* STRO-1 STRO-1*  STRO-1-

Oct4 335bp

Sox2 340bp

cC-mycC 330bp

NANOG 275bp

KLF4 565bp

GAPDH 218bp
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Abbildung 20: Expression von Pluripotenzfaktoren der Stro-1'- und Stro-1-Tumorzelllinien. Die
Abbildung zeigt das Expressionsmuster von Hep2- und SAOS-Tumorzelllinien, die jeweils nach Stro-
1%- und Stro-1-Zellen sortiert worden waren. Die Zellen wurden auf das Expressionsmuster der
Faktoren Oct4, Sox2, c-myc, Nanog, Klf4 untersucht. Zur Kontrolle wurde GAPDH verwendet.
Nachtraglich wurden die Banden B1-2, C1-2, D1-2 und F1-2 von Hep2%"™**- und Hep2°""-Zellen
sequenziert. Die Banden C3-4 und D3-4 von den SAOS Zellen wurden ebenfalls sequenziert. Die
originalen Gele sind im Anhang dokumentiert (A-Abbildung 1 bis 9).

Eine Sequenzierung wurde nicht fur alle in der PCR erhaltenen Expressionsbanden
durchgefiihrt, sondern diente einer stichprobenartigen Uberpriifung. So konnte eine
Expression von Sox2, c-myc und Nanog in Hep2-Zellen bestatigt werden. In den
SAOS-Zellen wurde eine Expression von c-myc und Nanog gezeigt. GAPDH wurde
zur Kontrolle der Primer durch die Sequenzierung der Hep2-Zellen nochmals
bestatigt. Oct4 wurde nicht sequenziert, da dieser Faktor durch das Kokultur-
experiment mit den Promotorzellen nachgewiesen wurde. Die Ergebnisse sind in der

Tabelle 11 dargestellit.
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Tabelle 11: Sequenzierungsergebnisse der Expressionsbanden der Tumorzelllinien Hep2 und SAOS.
Die Ubereinstimmungen der zu untersuchenden Pluripotenzfaktoren mit den entsprechenden Primern
(forward und reverse) wurden in Prozent angegeben. Alle Prozentangaben entsprechen den
Ubereinstimmungen der jeweiligen Gene mit Homo sapiens.

Zellen Ausgeschnittene Primer for. Primer rev.
Banden

Hep2 Sox 2 92 % 90 %

Hep2 c-myc 95 % 90 %

Hep2 Nanog 87 % -

Hep2 GAPDH 98 % 96 %
SAOS c-myc 95 % 91 %
SAOS Nanog 90 % 70 %

Prozentubereinstimmung mit Homo sapiens

3.3.2 Transfektion und Kokulturexperiment

In einem neuen Versuchsansatz wurden humane Gingivafibroblasten mit GFP
transfiziert. Dies diente der Markierung der Zellen. So konnten sie mittels
Durchflusszytometrie (FACS, fluorescence-activated cell sorting) von anderen
Zellen, die keine GFP-Markierung trugen, separiert werden. Die erfolgreich mit GFP-
transfizierten Zellen wurden daraufhin mit den Tumorzelllinien Hep2 und SAOS
kokultiviert. Danach wurden die HGF-Zellen von den Tumorzellen separiert und

mittels molekularbiologischer Methoden auf Pluripotenzfaktoren untersucht.

3.3.2.1 Transfektion und Sortierung der HGF-Zellen

Die HGF-Zellen wurden wie im Material- und Methodenteil beschrieben mit GFP
transfiziert. Daraufhin erfolgte eine Sortierung der Zellen mit FACS, um die
erfolgreich transfizierten HGF-Zellen zu separieren und fur den Kokulti-
vierungsversuch mit Tumorzelllinien einzusetzen. Von 7,68 -10° Zellen wurden
36,989-10° Zellen als positiv transfiziert identifiziert (Abbildung 21).
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Abbildung 21: FACS-Analyse Nr. 1 der HGF-Zellen. GFP-positiv transfizierte Zellen wurden von
nicht transfizierten Zellen separiert.

Die Kokulturen wurden fur 7 Tage inkubiert. Zur Kontrolle wurde ebenfalls eine
Reinkultur HGF-Zellen angelegt. Die Kontrolle der Kokulturen erfolgte fluoreszenz-
mikroskopisch. Zur Dokumentation wurden mikroskopische Aufnahmen angefertigt
(Abbildung 22 und 23).

Abbildung 22: Kokulturen von transfizierten HGF-Zellen mit Hep2- und SAOS-Zellen. Die
Mikroskopaufnahme links zeigt eine GFP-transfizierte HGF-Zelle zentral in Kokultur mit Hep2-Zellen
nach 48 h Kokultivierung. Die rechte Mikroskopaufnahme zeigt eine GFP-transfizierte HGF-Zelle mittig
im Bild mit je einer SAOS-Zelle links und rechts. Das Bild wurde 48 h nach Beginn der Kokultivierung
aufgenommen. Die Kokultivierung fand in DMEM-Medium statt. Die Belichtungszeit der Fluoreszenz-
aufnahme (Pseudokolorierung) betrug 6000 ms, die der Durchlichtaufnahme 800 ms. Der
Mafstabsbalken befindet sich im unteren rechten Bildrand und entspricht 100 pum.
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Abbildung 23: Photomerge von einer GFP-transfizierten HGF-Zelle mit langem Nanotube. Am HGF-
Zellkérper sowie am Ende des Nanotubes sitzt eine SAOS-Zelle. Die Kokultivierung fand in DMEM-
Medium statt. Die Belichtungszeit der Fluoreszenzaufnahme (Pseudokolorierung) betrug 6000 ms, die
der Durchlichtaufnahme 800 ms. Der Maf3stabsbalken befindet sich im rechten Bildrand und entspricht
100 pm.

Nach Inkubation wurden die Zellen erneut nach GFP sortiert. Dabei wurden 1555
GFP-positive HGF-Zellen aus der Kokultur von SAOS und HGF-GFP-positiven Zellen
sortiert (Abbildung 24 B). Aus der Mischkultur von Hep2- und HGF-GFP-positiven
Zellen konnten noch 8016 Zellen mit GFP- Fluoreszenz separiert werden (Abbildung
24 A). Die GFP-positiv sortierten Zellen wurden mit Hilfe der RT-PCR untersucht.

1K a1 Q2 o Q2
99,9% 0,071%| J99.6% 0,365%
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Abbildung 24: FACS-Analyse Nr.2: nach 7 Tagen Kokultivierung. A) zeigt die Sortierung nach GFP
der Kokultur Hep2- und HGF-Zellen und. B) die Ergebnisse der Kokultur aus SAOS- und HGF-Zellen.
Die GFP-positiven Zellen wurden mit der PCR anschlieRend auf Pluripotenzfaktoren untersucht.
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3.3.2.2 Charakterisierung der HGF-Zellen

Die Abbildung 25 stellt das Expressionsmuster von HGF-Zellen nach PCR-Analyse
dar. Mit der FACS-Analyse konnte nur eine geringe Zahl GFP-transfizierter HGF-
Zellen separiert werden. Auf Grund der geringen Zellzahl wurde zur RNA-Isolation
ein RNA mini Kit (NucleoSpin®RNA XS, Macherey-Nagel) angewendet. Die Zellen
wurden anschlieRend auf die Pluripotenzfaktoren Oct4, Sox2, c-myc, Nanog und Kif4
untersucht. Als Kontrolle dienten HGF-Zellen, die nicht mit Tumorzellen kokultiviert
wurden. In der Abbildung wird deutlich, dass Oct4, Sox2 und c-myc nur bei den HGF-
Zellen nachgewiesen werden konnten, die mit SAOS-Zellen kokultiviert wurden.
Nanog wurde sowohl in HGF-Zellen, die mit SAOS-Zellen als auch mit Hep2-Zellen
kokultiviert wurden, durch eine Expressionsbande bestatigt. Auf den Gelen
entstanden unscharfe Banden fir Klf4 in beiden Kokulturen. Dabei wurden fir die
SAOS-HGF-Kokultur zwei Banden ausgebildet. HGF-Zellen, die mit Hep2-Zellen
kokultiviert wurden, zeigten eine Expressionsbande fir Klf4. Es konnte jedoch keine
Expression von KIf4 mittels Sequenzierung nachgewiesen werden. Die HGF-
Zellkontrolle, die nicht durch eine Kokultur in Kontakt mit Tumorzellen gekommen
war, zeigte auf den Gelen keine Expression der untersuchten Pluripotenzfaktoren.
Lediglich das Haushaltsgen GAPDH, welches der Uberpriifung einer erfolgreichen

PCR-Reaktion dient, konnte auf allen Gelen als Bande bestétigt werden.

Um eine Bestétigung der durchgefiihrten PCR-Analysen im Kokultivierungsversuch
der HGF-Zellen zu erhalten, wurden alle erhaltenen Banden sequenziert. Die
erhaltenen Ergebnisse sind in der Tabelle 12 aufgefuhrt.

Die Transkriptionsfaktoren Oct4, Sox2 und c-myc konnten mittels Seqenzierung far
die HGF-Zellen, die zuvor mit SAOS-Zellen kokultiviert wurden, bestétigt werden.
Lediglich die Sequenzierung mit dem reversen Primer von Oct4 ergab kein Ergebnis.
Die Expression von Nanog konnte in beiden Mischkulturen nachgewiesen werden.

KIf4 wurde in keinem der Anséatze der HGF-Zellen bestatigt.
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Abbildung 25: Expressionsmuster von HGF-Zellen nach Kokultivierung mit Tumorzellen. Die HGF-
Zellen wurden jeweils nach 7 Tagen Kokultivierung mit SAOS- und Hep2-Zellen untersucht. Als
Kontrolle wurden HGF-Zellen verwendet, die nicht mit Tumorzellen kokultiviert wurden. Die Zellen
wurden auf das Expressionsmuster der Faktoren Oct4, Sox2, c-myc, Nanog und Klf4 hin untersucht.
Zur Kontrolle wurde GAPDH verwendet. Folgende Banden wurden anschlieRend sequenziert: A2, B2,
C2, D2, E2 (SAOS); D1, E1 (Hep2). Die originalen Gele sind im Anhang dokumentiert (A-Abbildung 10
und 11).

Tabelle 12: Sequenzierungsergebnisse der Expressionsbanden von HGF-Zellen nach Kokultivierung
mit den Tumorzelllinien SAOS und Hep2. Die Ubereinstimmungen der zu untersuchenden
Pluripotenzfaktoren mit den entsprechenden Primern (forward und reverse) wurden in Prozent
angegeben. Alle Prozentangaben entsprechen den Ubereinstimmungen der jeweiligen Gene mit
Homo sapiens.

Zellen Ausgeschnittene Primer for. Primer rev.
Banden

SAOS+HGF Oct 4 99 % -
SAOS+HGF Sox 2 92 % 94 %
SAOS+HGF c-myc 99 % 99 %
SAOS+HGF Klf4 - -
SAOS+HGF Nanog 90 % 77 %
Hep2+HGF Klf4 - -
Hep2+HGF Nanog 94 % 95 %

Prozentibereinstimmung mit Homo sapiens
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Zusammenfassung

Beide Tumorzelllinien, sowohl Hep2- als auch SAOS-Zellen, exprimieren die Pluripo-
tenzfaktoren Oct4, Sox2, c-myc und Nanog. Eine Expression von Klf4 konnte in
beiden Zellinien nicht nachgewiesen werden. In Kokultur mit HGF-Zellen Ubertrugen
SAOS-Zellen Oct4, Sox2, c-myc und Nanog auf die HGF-Zellen, wahrend den Hep2-
Zellen lediglich der Transfer von Nanog unter den hier beschriebenen Versuchs-

bedingungen nachgewiesen werden konnte.
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4 Diskussion

Virchow (1859) beschrieb Krebs erstmals als eine Erkrankung der Zelle mit einem
zeitabhangigen Entwicklungsprozess. Nach neueren Erkenntnissen erhdhen viele
wechselnde Faktoren und Zellinteraktionen die Anpassungsfahigkeit des Tumors und
fuhren zur Ausbildung von Krebsstammzellen (Csermely et al. 2014). Der Einfluss
der Tumorstammzelle wurde als erstes in hamatopoetischen Tumoren beschrieben
(Bonnet und Dick 1997; Reya et al. 2001) und spéater auch in soliden Tumoren,
insbesondere in Neuroektodermal- und Brusttumoren (Al-Hajj et al. 2003; Gilbertson
und Rich 2007). Die Herkunft dieser Stammzellen ist noch nicht vollstandig geklart
und kann auch in verschiedenen Tumoren variieren. In der vorliegenden Arbeit wird
der Einfluss von Stro-1"-Tumorzellen auf somatische Zellpopulationen untersucht.
Dabei wird der Oberflachenmarker Stro-1 zusammen mit Zellpopulationsformationen
als Indiz fur Stammzelleigenschaften der Tumorzelle Dbetrachtet. Als
Arbeitshypothese wird eine Ubertragung von Pluripotenzfaktoren auf somatische
Zellen angenommen. Grundlage fur diese Hypothese bildete die Arbeit von Rolf et al.
(2012), in der die Ubertragung des Pluripotenzfaktors Oct4 von Stro-1"-Zellen des
Hirschgeweihperiosts auf andere Zellen nachgewiesen werden konnte. Weitere
Hinweise lieferte auch die Arbeit von Niu et al. (2009), die einen Transfer von
zytoplasmatischen  Proteinen  zwischen verschiedenen  Zelltypen  mittels
Membrantransfusion diskutiert. Dieser Transfer wird als wichtiger Aspekt in der
Interaktion zwischen Stammzellen und ihren angrenzenden somatischen Zellen
angenommen und konnte so auch ein Ubertragungsmodell fiir Tumorzellen,

insbesondere fur Tumorzellen mit Stammzelleigenschaften darstellen.

Die Pluripotenzfaktoren sind in der Lage, eine Reprogrammierung in Zellen
verschiedenster Spezies hervorzurufen, was zum ersten Mal durch Takahashi und
Yamanaka (2006) demonstriert wurde. Danach folgten diverse Arbeiten, die eine
Induktion von Pluripotenz durch den Einsatz verschiedener Pluripotenz-
faktorkombinationen einleiteten (Kaji et al. 2009; Pan et al. 2010; Park et al. 2008;
Tsai et al. 2010; Wernig et al. 2007). Theoretisch besteht daher die Méglichkeit, dass
auch Tumorzellen in der Lage sind, exprimierte Pluripotenzfaktoren auf andere
somatische Zellen zu Ubertragen. Diese Hypothese galt es daher zu prifen. Die

Pluripotenzfaktoren konnten so einen Prozess der Reprogrammierung in den
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somatischen  Zellen einleiten, der wiederum zu einer vermehrten
Proliferationsaktivitdt und zur schnelleren Ausbreitung bzw. Metastasierung des
Tumors fuhren konnte. Eine Ausbreitung von Tumoren in Form einer malignen
Transformation angrenzender somatischer Zellen ware dann eine neue Theorie fur

die Tumorprogression und Metastasierung.

Es stellte sich daher als Arbeitshypothese der vorliegenden Untersuchung die
Fragen, ob Tumorzellen Pluripotenzfaktoren besitzen, diese tbertragen und dadurch
andere somatische Zellen in ihrer Umgebung beeinflussen kénnen. Dabei gilt es zu
prifen, ob den Tumornischenzellpopulationen, hier im speziellen den Stro-1*-Zellen,

eine besondere Rolle bei dieser Ubertragung zugesprochen werden muss.

4.1 Diskussion der Methodik

1991 wurde zum ersten Mal der Oberflachenmarker Stro-1 von Simmons und Torok-
Storb beschrieben. Dabei handelt es sich um einen monoklonalen IgM-Antikorper,
der zu einem geringen Prozentsatz (ca. 10 %) an mononukledre Knochenmarkzellen
bindet. Die Stro-1-Antikbrper wurden mittels Hybridomtechnik durch intrasplenale
Immunisierung von Mausen mit CD34"-Knochenmarkzellen erzeugt. Die Hybridome
wurden nach ihrer Reaktion auf B- und T-Zelllinien selektiert sowie nach der
Reaktion auf CD34-exprimierende Zellen. Hybridome, die diese Kriterien erfillten,
wurden anschlie@end kloniert (Simmons und  Torok-Storb 1991). Stro-1 ist
mittlerweile einer der bekanntesten Stammzellmarker (Kolf et al. 2007), der vor allem
zur Identifikation von mesenchymalen Stammzellen bzw. mesenchymaler
Progenitorzellen intraoraler Gewebe verwendet wird. Dieser scheint aber nur in einer

Subpopulation mesenchymaler Stammzellen aufzutreten.

Als Erstes galt es herauszufinden, ob innerhalb der Tumorzelllinien Hep2 und SAOS
eine Population mit Stammzelleigenschaften zu identifizieren ist. Als Kriterien zur
Identifizierung von Stammzelleigenschaften wurden das Vorhandensein einer Stro-
1%-Zellpopulation und deren Wachstum in spharischen Kulturen gew&hit. Durch
MACS®-Sortierung konnte dabei eine Population Stro-1*-Zellen herausgefiltert
werden. Diese unterschied sich auch bei morphologischer Betrachtung von der Stro-
1"-Population. Die Zellen wurden dabei in Medium mit fetalem Kalberserum kultiviert,
dessen Zusammensetzung nicht bekannt ist (Skottman und Hovatta 2006) und

maoglicherweise eine Beeinflussung des Verhaltens und der Eigenschaften der Stro-
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1*-Zellen zur Folge hat. Serum, in diesem Fall fetales Kalberserum, ist in der Lage
viele regulatorische Faktoren wie die Zellproliferation, die Zelldifferentierung und die
Zellmigration positiv zu beeinflussen. Es besteht aus verschiedenen Proteinen,
Vitaminen, Zytokinen, Aminosauren, Hormonen und Lipiden. Die proliferative
Eigenschaft kommt durch das Vorhandensein zahlreicher Wachstumsfaktoren zu
Stande (Gronthos und Simmons 1995; Kuznetsov et al. 1997; Mdller et al. 2006; Ng
et al. 2008; Walthall und Ham 1981; QR Wang et al. 1990). Dennoch ist, wie bereits
erwahnt, die Zusammensetzung unbekannt, kann in den verschiedenen Chargen
variieren und unterliegt keiner Standardisierung. Gerade in der Aufzucht neuronaler
Zellen wird deshalb oft auf Serumzusatze verzichtet. Die serumfreie Aufzucht von
Zellen ist aber auch mit dem Verlust vieler Nahrstoffe verbunden. Zhu et al. (2006)
zeigte unter anderem, dass eine serumfreie Aufzucht zum Zelltod mesenchymaler
Zellen fuhren kann. Generell sollte die Verwendung von Serum also kritisch

hinterfragt werden.

In dieser Arbeit konnte jedoch keine Beeinflussung der Zellkultur durch die
Verwendung von Serum beobachtet werden. Die Stro-17-Zellkulturen wuchsen in
spharischen Populationen. Innerhalb eines in-vitro Experiments scheint eine
Sortierung mittels MACS®-Technologie und anschlieRender Kultivierung daher
geeignet, um eine Stro-1"-Population zu identifizieren. Die Ubertragbarkeit der
vorliegenden Ergebnisse der Zellkulturen auf das Verhalten der Tumorzelllinien im
Milieu eines lebendigen Organismus muss aber noch abschlieRend Uberprift

werden.

Um das Vorhandensein ausgewahlter Pluripotenzfaktoren zu Uberprifen, wurden
PCR-Analysen von den Tumorzelllinien und den HGF-Zellen durchgefihrt. Die
Methode eignete sich, um die zu untersuchenden Pluripotenzfaktoren auf
Genomebene nachzuweisen. Zur Funktionsuberprifung des Analyseverfahrens
wurden neben den zu untersuchenden Proben Leerproben angefertigt und die
Expression des Stoffwechselenzyms GAPDH getestet. Zusatzliche Gensequen-
zierungen dienten der Bestatigung der Ergebnisse und der Reduzierung von Fehlern.
Bei den zu analysierenden Faktoren handelte es sich um Oct4, Sox2, Nanog, c-myc
und KIf4. Signifikante Unterschiede zwischen Stro-1*- und Stro1™- Kulturen konnten in
den Experimenten nicht nachgewiesen werden. Um eine genauere Analyse von Stro-

1-Subpopulationen durchzufuhren, wére eine Realtime-PCR die geeignete Methode
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gewesen, da diese zusatzlich zur qualitativen eine quantitative Probenanalyse

ermoglicht. Dies kdnnte auch eine Fragestellung fur zukinftige Arbeiten sein.

Die Primer-Lange betrug zwischen 18-30 Oligonukleotiden, d.h. lang genug, um
spezifisch fur den zu amplifizierenden DNA-Abschnitt zu sein und kurz genug, um bei
der Annealing-Temperatur adaquat an die Template-DNA zu binden. Bei den
Expressionsanalysen von Oct4 mussten beim Primerdesign verschiedene Aspekte
beachtet werden. Oct4 ist ein Transkriptionsfaktor der POU Familie (kodiert durch
Pou5f1), welcher sowohl eine regulatorische Funktion in pluripotenten Zellen und
Keimbahnzellen besitzt sowie wesentlich an der Bildung pluripotenter Zell-
populationen in S&ugetierembryonen beteiligt ist (Niwa et al. 2000; Pesce und
Scholer 2000). Es gibt viele Diskussionen uber die Bestimmung der Expression von
Oct4, da diese oft ermittelt wird, ohne zwischen den einzelnen Trans-
kriptionsvarianten zu unterscheiden (Liedtke et al. 2008). Des Weiteren sind
verschiedenste Pseudogene bekannt, von denen sogar mindestens eine Pseudo-
genvariante (POUS5F1P1, NM_001159542) in ein Protein umgeschrieben wird und
ebenfalls als Transkriptionsfaktor agieren kann, der allerdings schwécher als Oct4A
ist (Panagopoulos et al. 2008). Es gibt zwei verschiedene Transkriptionsvarianten fir
Oct4. Die in diesen Experimenten verwendeten Primer waren fur das erste Exon,
welches nur in Oct4A (NM_002701) vorkommt, spezifisch. Weiterhin konnte die
Transkriptionsvariante Oct4B (NM_203289) ausgeschlossen werden, welche als
irrelevant fur die Pluripotenz im Menschen angenommen wird (Lee et al. 2006).
Damit wurde eine groéRtmaogliche Sicherheit der Aussagefahigkeit der Ergebnisse
gewabhrleistet.

Die Tumorzelllinien wurden nun in Kokultivierungsexperimenten mit Mausefibro-
blasten und humanen Gingivafibroblasten kultiviert. Bei den Mausefibroblasten
handelte es sich um eine spezielle Zelllinie mit einem GFP-Reportergen. Diese
Zellen exprimieren GFP sobald sie Oct4 produzieren. Die durch das GFP
hervorgerufene Fluoreszenz konnte dann mit einem Mikroskop detektiert werden. Die
Detektierung von Genexpression ist ein jungst etabliertes Verfahren in der modernen
Forschung (Leffel et al. 1997). Die HGF-Zellen wurden durch eine Transfektion mit
GFP markiert. Um unerwiinschte Fluoreszenz im Medium zu vermeiden, wurde auf
den Einsatz von Antibiotika im Medium bei den mikroskopischen Versuchsansatzen

verzichtet, da Antibiotika zyklische Molekulstrukturen aufweisen, die ein Hinter-
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grundrauschen der Fluoreszenz bewirken und somit die Auswertung stérend
beeinflussen. Bei den im Medium oft eingesetzten Antibiotika Penicillin, Gentamycin
oder Streptomycin handelt es sich um solche zyklischen Verbindungen, die ebenfalls
mit einer bestimmten Wellenlange fluoreszieren kdnnen. Dies wirde zu einer
diffusen Fluoreszenz bei mikroskopischen Aufnahmen fuhren und so das Ergebnis

verfalschen.

Die GFP Markierung der HGF-Zellen erfolgte mit einem lentiviralen Vektor. Mit der
FACS-Analyse konnten die erfolgreich transfizierten Zellen identifiziert und spéater
sortiert werden. Durch die geringe Effizienz der Transfektion stand folglich nur ein
geringer Teil GFP-positiver Zellen fur das Kokulturexperiment zur Verfugung. Die
Zweitsortierung nach GFP-positiven Zellen ergab eine noch geringere Ausbeute.
Diese geringe Ausbeute machte eine RNA-Isolierung mit anschlielender PCR
schwierig. Zur Isolierung wurde deshalb ein NucleoSpin® RNA XS- Kit (Macherey-
Nagel) verwendet. Nach der Aufreinigung erfolgte die PCR mit anschlie3ender
Gelelektrophorese. Die erhaltenen Banden waren schwach, was wahrscheinlich auf
die geringe Zellzahl der Probe zurickzufuhren ist. Eine Erhéhung des
Analysematerials kdnnte daher eventuell zu einem deutlicheren Ergebnis fihren. Da
zum Teil keine Banden zu identifizieren waren, kénnte ein Wiederholungsexperiment
moglicherweise sogar weitere positive Ergebnisse erzielen. Dennoch beweist der
Erhalt vereinzelter Expressionsbanden klar die Ubertragung von Pluripotenzfaktoren.
Mit dem Aufbau der Kokultivierungsexperimente konnte so eine madgliche
Ubertragung von Faktoren bestatigt werden. Durch den Nachweis der Expression
von Pluripotenzfaktoren mittels molekularbiologischer Methoden in den somatischen
Zellen war prinzipiell eine Aussage Uber ein verandertes Expressionsmuster in den
Zielzellen mdglich. Es lasst jedoch keine direkte Aussage uber veranderte
Proliferationseigenschaften oder bezuglich anderer neugewonnener Tumorzell-
eigenschaften der somatischen Zielzellen zu. Dies ware ein Ausblick auf zukunftige

Folgeversuche.

Ebenfalls gilt es, die moglichen Ubertragungswege der Pluripotenzfaktoren zu
prifen. Dabei sind unterschiedliche Wege der Zellkommunikation denkbar. Um diese
Kommunikation weiter einzugrenzen, wurde der Ubertragungsweg mittels Exosomen
naher untersucht. Die Methode der Exosomen-Isolation wurde angewendet, welche

auch schon von Caby et al. (2005) und Koga et al. (2005) beschrieben wurde. Die
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Erkenntnisse, die in der vorliegenden Arbeit gesammelt und in der Arbeit von Rolf et
al. (2012) publiziert wurden zeigten, dass eine Ubertragung des Pluripotenzfaktors
Oct4 innerhalb der ersten 24 h bis 72 h nach Beginn der Kokultur mit den MEF-
Promotorzellen stattfindet. Daher wurden die Tumorzellen fir die Exosomen-Isolation
48 h und 72 h inkubiert, bevor der praparierte Mediumiberstand gewonnen und auf
die Oct4-GFP MEF-Zellen gegeben wurde. Der Versuch ergab, dass der
Pluripotenzfaktor Oct4 sowohl bei SAOS- als auch bei Hep2-Zellen nicht durch
Exosomen Ubertragen wird. Es handelt sich dabei lediglich um ein Aus-
schlussverfahren, welches andere Transportwege offen lasst. Des Weiteren ist nur
der Pluripotenzfaktor Oct4 untersucht worden. Es gilt also noch abzuklaren, ob es
einen moglichen Exosomentransport der anderen untersuchten Pluripotenzfaktoren
gibt.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

Die Einteilung der ,Diskussion der Ergebnisse” richtet sich nach der Gliederung der
Ergebnisse. So werden nacheinander die Zellsortierung nach Stro-1, die
mikroskopische Untersuchung nach Morphologie und die Kokultivierung der
Tumorzellen mit MEF-Zellen diskutiert. Danach erfolgt die kritische Diskussion der
Ubertragung von Pluripotenzfaktoren und der Ergebnisse der molekularbiologischen
Methoden zusammen mit der Diskussion des Ubertragungsweges von

Pluripotenzfaktoren tiber Exosomen.

4.2.1 Zellsortierung nach dem Stro-1-Oberflachenmarker

Schon in friheren Arbeiten wurde eine htéhere Proliferationsrate sowie eine hdhere
Rate adharenter Zellen fur Stro-1'-Zellen dokumentiert (Oyajobi et al. 1999).
Gronthos et al. (2003) beschrieb eine Abhéangigkeit der Expression des
Oberflachenmarkers Stro-1 und der Anzahl der Passagen. Die von der Arbeitsgruppe
durchgefiihrten Versuche ergaben eine Abnahme der Expression von Stro-1 mit
zunehmender Passagenzahl. Das Vorkommen des Oberflachenmarkers konnte
bereits in einigen Geweben wie dem Fettgewebe, im Herz, in der Aorta, im Rektum
und in den Beinmuskeln bestatigt werden (Lin et al. 2011). Ebenfalls Stro-1* getestet
wurden die Tumorzelllinien PC3, DU145, MCF7, und K562 (Ning et al. 2011) und die
Osteosarkom-Zelllinie MG 63 (Gibbs et al. 2005). In der Annahme, dass Tumoren

aus verschiedenen Subpopulationen bestehen, wurden die Tumorzelllinien in dieser
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Arbeit auch auf den Oberflachenmarker Stro-1 getestet. Beide Zelllinien sowohl
Hep2- als auch SAOS-Zellen besalRen eine geringe Population Stro-1*-Zellen, die
sich aber kontinuierlich in allen Populationen der Zellkulturen nachweisen liel3. Die
Hep2-Kultur enthielt im Durchschnitt 1,32 % Stro-1*-Zellen. Innerhalb der SAOS-
Zellkultur wiesen durchschnittlich 1,97 % der getesteten Zellen den Ober-
flachenmarker Stro-1 auf (Abbildung 12, A-Tabelle 5-9). Im Vergleich zu Hep2-
Tumorkulturen besitzen die SAOS-Zellkulturen einen prozentual héheren Anteil Stro-
1"-getesteter Zellen. Ein moglicher Grund der prozentual hoheren Expression des
Stro-1-Oberflachenmarkers kann in der mesenchymalen Herkunft der SAOS-Zellen,
im Gegensatz zur ektodermalen Herkunft der Hep2-Zellen, liegen. Die Sortierung
nach Stro-1 diente der Eingrenzung einer eventuellen Stammzellnische innerhalb der
Tumorzellpopulation. Neben dem Oberfachenmarker Stro-1 konnten in SAOS-Zellen
(Zelllinie MG 63) bereits andere charakteristische Stammzellmarker wie CD105 und
CD44 nachgewiesen werden (Gibbs et al. 2005), welche als Indikatoren
mesenchymaler Stammzellen gelten (CD Li et al. 2005; Simmons et al. 1994). In der
zuvor zitierten Arbeit wurde eine Subpopulation von zwei bis zehn Prozent SAOS "
*_Zellen ermittelt. Dies konnte in dieser Arbeit bestatigt werden. Im experimentellen
Teil der Arbeit wurden rund 2 % der getesteten Tumorzellen als Stro-1*-Zellen
identifiziert. Mit dem Nachweis von Stro-1 wurde das Vorhandensein einer
Subpopulation bewiesen. Dennoch scheint die Expression von Stro-1 nicht stabil. So
ergab eine Zweitsortierung, der bereits Stro-1"-identifizierte SAOS-Zellen zugrunde
lagen, nach einwdchiger Inkubation nur eine Ausbeute von 7,14 % Stro-1"-Zellen (A-
Tabelle 9). Des Weiteren enthielten die Stro-1-SAOS-Zellkulturen nach erneuter
Sortierung wiederum einen geringen Prozentsatz (1,77 %) Stro-1*-Zellen (A-Tabelle
9). Dies konnte bedeuten, dass die Expression von Stro-1 von unterschiedlichen
Faktoren, wie auch schon von Gronthos et al. (2003) erwéhnt wurde, abhangig ist.
Die Abnahme der Expression von Stro-1 mit zunehmender Passagenzahl konnte
jedoch in diesen Versuchen nicht nachgewiesen werden. Das oben beschriebene
Verhalten der Stro-17-Zellen lasst vermuten, dass die Expression von Stro-1 an den
Zellzyklus gebunden ist. Sie ware somit nur zu einem bestimmten Zeitpunkt wahrend
der Zellentwicklung nachweisbar. Konkret lasst sich jedoch sagen, dass die
Expression des Oberflachenmarkers Stro-1 einen dynamischen Prozess darstellt, der
moglicherweise zeitlich limitiert ist. Es ist bereits gezeigt worden, dass bestimmte

Aktivitatsmuster und die Genexpression durch Faktoren wie Selektionsdruck,
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Entwicklungsprozesse oder durch den Einfluss der Tumorumgebung verandert
werden kénnen. Ein Beispiel dafir ist eine Studie mit Frauen, die Ostrogenrezeptor
(ER) positive oder triple negative (ER’, Progesteronrezeptor und HER2") Tumoren
besalRen. Dabei wurden DNA-Sequenzanalysen zu verschiedenen Zeitpunkten der
Tumorentwicklung durchgefuhrt. So konnte festgestellt werden, dass es in der frilhen
Entwicklungsphase der Tumore vor allem zu gréReren Strukturdanderungen mit
Genamplifikationen und Gendeletionen in den DNA-Abschnitten kommt.
Punktmutationen entstehen jedoch langsam mit der Entwicklung des Tumors (Fox
und Loeb 2014; Wang et al. 2014).

Unabhangig davon ist die Weitergabe des Oberflachenepitops an Tochter-
zellgenerationen nicht gesichert. Es wird vermutet, dass die Stammzellpopulation
sowohl der symmetrischen als auch der asymmetrischen Teilung unterliegt, in deren
Folge dann undifferenzierte neben differenzierteren Zellpopulation auftreten, welche
die Hauptmasse des Tumors bilden (Dalerba et al. 2007). In diesem Zuge kdnnte die
Expression des Oberflachenrezeptors ebenfalls verloren gehen. Die Weiter-
differenzierung der Tumorstammzelle konnte auch durch das Verwenden von fetalem
Kalberserum im Kulturmedium begilnstigt werden, was bereits im Abschnitt des
Material- und Methodenteils diskutiert wurde. Da Stro-1 nicht nur in Stammzellen
nachweisbar war (Lin et al. 2011), ist er lediglich als Beweis einer Subpopulation

anzusehen, die es naher zu untersuchen gilt.

4.2.2 Morphologische Aspekte der sortierten Zellen

Um die Subpopulation Stro-1*- und Stro-1-Zellen praziser zu charakterisieren,
wurden mikroskopische Untersuchungen zu morphologischen Aspekten durch-
gefuhrt. Allgemein erschienen die Stro-1*-Zellen etwas groRer und langgestreckter in
ihrer Form. Besonders in den Stro-1"-SAOS-Zellpopulationen war ein spharisches
Wachstum der Kultur zu beobachten, sogenannte sarcosphere Formationen. Die
sphérischen Gebilde von Zellen wurden schon in friheren Arbeiten als Indiz flr
Stammzelleigenschaften in Zellkulturen beschrieben (Chaichana et al. 2006; Gibbs et
al. 2005; Hemmati et al. 2003; Wang et al. 2009). Auch fir Hep2- und HeLa-Zellen,
die viele Gemeinsamkeiten mit den Hep2-Zellen aufweisen, wurde die Ausbildung
von Sphéroiden in Kulturen mit Stammzelleigenschaften erwéahnt ( Wang et al. 2014,
Warrier et al. 2014). Das Vorhandensein des Oberflachenmarkers Stro-1 zusammen

mit der Ausbildung sphéarischer Kulturen sind zwei Indizien fur den Beweis einer
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Stammzellnischenpopulation in beiden Tumorzelllinien. Im Zusammenhang mit der
morphologischen Betrachtung erfolgte auch eine statistische Auswertung der
Zellflache. Diese unterstitzt einerseits die mikroskopischen Befunde, andererseits
ergab sich aus ihr ein deutlicher Einfluss des Kulturmediums auf die ZellgréRe und
Zellform. Die Mikroumgebung scheint also eine entscheidende Rolle fur die
Entstehung sowie fir das Wachstum der Tumorzellen zu spielen. Die sortierten
SAOS-Zellen wiesen jeweils einen hoheren Medianwert der Zellflache im NH-
Medium auf (Abbildung 15). Fir die Hep2-Zellen war dies nicht zutreffend. Die
Mittelwerte aller Tumorzellflachen waren im NH-Medium am hdchsten. Dieser
Zusammenhang zwischen den Tumorzellen und ihrer unmittelbaren Umgebung wird
auch als ,Okosystem-Tumor“ bezeichnet, welches ebenfalls ein wichtiger Aspekt in
der Metastasierung zu sein scheint (Siegmund-Schultze 2014). In Experimenten
konnte bereits gezeigt werden, dass Nahrstoffkarenz zur Autophagie der
Tumorzellen und zur Einleitung einer reversiblen Ruhephase fuhrt, welche eventuell
durch Veranderungen der Mikroumwelt aufgehoben werden konnte (Kenific et al.
2010; Lu et al. 2008). So konnte dieser Einfluss beziehungsweise die Interaktion der
Tumoren und Metastasen mit ihrer Mikroumgebung auch ein neuer Ansatz in der
Tumorpravention und -behandlung sein (Barcellos-Hoff et al. 2013; Ghesquiere et al.
2014; Quail und Joyce 2013).

4.2.3 Kokultivierung der Tumorzellen und Promotorzellen

Durch Kokultivierung der Tumorzellen mit den Stemgent® Oct4-GFP MEF-Zellen
(Brambrink et al. 2008) konnte ein indirekter Nachweis der Ubertragung des
Pluripotenzfaktors Oct4 erbracht werden. Die Tumorzellen dienten dabei als
Donorzellen des Pluripotenzfaktors Oct4, die MEF-Zellen als Empfanger- bzw.
Detektorzellen. In den Kokulturen Stro-1*- und Stro-1-Zellen begannen Oct4- GFP
MEF-Zellen nach 24-48 h zu fluoreszieren und zeigten somit die Oct4-Expression
und -Synthese innerhalb der MEF-Zellen an. Diese GFP-Fluoreszenz war sehr
variabel und konnte tber mehrere Tage in den Kokulturen beobachtet werden. Die
schnelle Induktion der Oct4-Produktion und die Einleitung der induzierten Pluripotenz
in MEF-Zellen konnten bereits durch Li et al. (2011) und Rolf et al. (2012)
demonstriert werden. In diesem Zusammenhang wurde gezeigt, dass Oct4
zusammen mit einer Kombination aus vier small molecules in der Lage ist, eine

Induktion von Pluripotenz auszulésen. Auch in anderen Arbeiten konnte bereits
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demonstriert werden, dass der Pluripotenzfaktor Oct4 allein ausreichend ist, um eine
induzierte Pluripotenz herbeizufuhren (Kim et al. 2009 a ; Kim und Sebastiano 2009
b). Weiterhin wird die Funktion von Oct4 als Hauptregulator-Gen sowie seine
Funktion als bestimmender Faktor fir die Reprogrammierung von Zellen diskutiert (Li
et al. 2011).

In der vorliegenden Arbeit konnte ein Anstieg der GFP-Fluoreszenzflache und somit
der Oct4-Produktion mit zunehmendem Zeitintervall in der Stro-1"-Zellpopulation
detektiert werden. Einzige Ausnahme bildeten die SAOS Stro-1"-sortierten Zellen,
kultiviert in MEF-Medium, deren groRte Fluoreszenzflache nach 48 h Inkubation
gemessen wurde. GrolRere Fluoreszenzflachen der MEF-Zellen innerhalb der
Kokulturen mit Stro-1"-Zellen lassen eine verstarkte Anregung der MEF-Zellen durch
die Donorzellen vermuten. Daraus kann geschlossen werden, dass die Stro-1'-
Population eine hdhere Anregung der Oct4-Produktion in den Empfangerzellen
verursacht als die Stro-1'-Subpopulation. Die mittlere Intensitat der GFP-Fluoreszenz
verhielt sich in den Kokulturen zu den unterschiedlichen Messzeitpunkten sehr
variabel. Es kann daher kein eindeutiger Trend festgelegt werden. Eine Ubertragung
von Oct4 zwischen Tumor- und Nichttumorzellen konnte in allen Kokulturen bestatigt
werden. Dies lasst vermuten, dass die Zell-zu-Zellibertragung von
Pluripotenzfaktoren, speziell von Oct4, prinzipiell moglich ist. Ho et al. (2011)
beschrieb eine unabhangige Induktion von Pluripotenz innerhalb verschiedener
Spezies. Folglich sollte eine Ubertragung von Pluripotenzfaktoren zwischen
verschiedenen Spezies, aber auch zwischen verschiedenen Zelltypen, keine Barriere
darstellen. Sind Tumorzellen nun in der Lage, Pluripotenzfaktoren auf Zellen ihrer
Umgebung zu Ubertragen, ware dies eine bislang noch nicht beschriebene Art der
Interaktion. Somatische Zellen, in diesem Fall Fibroblasten, konnten in ihren
Proliferations- und Differenzierungseigenschaften beeinflusst werden und somit zum
aggressiveren Wachstum und zur Ausbreitung des Tumors in vivo beitragen. Ein
Hinweis darauf, dass eine Reprogrammierung durch Pluripotenztbertragung bei
SAOS-Zellen madglich ist, lieferte auch der Versuch von Zhang et al. (2013), bei dem
die Zellen reprogrammiert und ausdifferenziert wurden. In dieser Arbeit wurde als
Ergebnis ein Verlust der malignen Eigenschaften dieser Zellen beschrieben. Wenn
eine Ubertragung von beeinflussenden Faktoren von Tumorzellen auf somatische
Zellen moglich ist, missten deren Auswirkungen auf Empfangerzellen weiter

untersucht werden. Eine interessante Frage ware dabei, welcher Zelltyp die
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interzellularen Verbindungen in Form der Nanotubes initialisiert, die Tumor- oder die

Nichttumorzelle?

4.2.4 Ubertragung der Pluripotenzfaktoren von Tumor- auf Somazellen

Mittels RT-PCR konnten die Pluripotenzfaktoren Oct4, Nanog, c-myc und Sox2 in
beiden Tumorzelllinien nachgewiesen werden. Lediglich das Vorhandensein von Kilf4
konnte nicht bestatigt werden. Diese Ergebnisse wurden sowohl fiir die Stro-1'-
Subpopulation als auch fir die Stro-1- Population nachgewiesen. In diesem Fall
konnte also kein Unterschied zwischen den fur den Oberflachenmarker positiv und
den negativ getesteten Tumorzelllinien festgestellt werden. Gegebenenfalls hatte
eine quantitative Analyse des PCR-Produkts mehr Aufschluss erbracht und
eventuelle Unterschiede zwischen den einzelnen Subpopulationen herausgestellt.
Die Ergebnisse wurden stichprobenartig mittels Sequenzanalyse bestatigt. Sowohl
die Expression von Oct4 als auch von Nanog wurde bereits in SAOS- (Gibbs et al.
2005, Wang et al. 2009) und in Hep2-Zellpopulationen (Wu et al. 2014) in friheren
Arbeiten bestatigt. Vor kurzem wurden auch Oct4, Sox2 und Klf4 in Zellen aus frisch
resezierten Larynxtumoren nachgewiesen (Suer et al. 2014). CD133"-
Zellpopulationen exprimierten dabei erhdohte Level dieser Pluripotenzfaktoren und
besalRen eine Chemotherapieresistenz gegen herkébmmlichen Therapeutika. Das
Vorhandensein der Pluripotenzfaktoren innerhalb der Tumorzellen macht deren
Weitergabe an andere Zellen und somit die genetische oder epigenetische

Veranderung der Empfangerzelle prinzipiell méglich.

Fir einen weiteren Nachweis zur Ubertragung der Pluripotenzfaktoren von
Tumorzellen auf somatische Zellen wurden exemplarisch HGF-Zellen mit GFP
transfiziert. Sie wurden zuvor auf alle funf Pluripotenzfaktoren negativ getestet. Nach
einwdchiger Inkubation mit den Dbeiden Tumorzelllinien konnten einige
Pluripotenzfaktoren auch in den HGF-Zellen mittels RT-PCR und Sequenzierung
detektiert werden. Nach der Kultivierung der HGF- Zellen mit SAOS-Zellen konnte
die Expression von Oct4, Nanog, Sox2 und c-myc nachgewiesen werden. Die mit

Hep2-Zellen kokultivierten HGF-Zellen exprimierten lediglich Nanog.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass sowohl die Kokultur der HGF- als auch
der Oct4-GFP MEF-Zellen mit den Tumorzelllinien das Silencing der hier

untersuchten Gene beendet und zu einer Expression der beschriebenen
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Transkriptionsfaktoren fiihrt. Da die Aktivierung der entsprechenden Gene durch die
Ubertragung von Oct4 in Exosomen ausgeschlossen wurde, kann ein aktiver
Transport Uber Zellfortsatze (Nanotubes) angenommen werden, wie er bereits durch
Rolf et al. (2012) fur die Ubertragung von Oct4 bei Rosenstock-Periostzellen
nachgewiesen wurde. Der horizontale Gentransfer wurde auch von Trejo-Becerril et
al. (2014) diskutiert. Schon 1981 wurde die Hypothese aufgestellt, dass Fragmente
von DNA-Abschnitten aus Tumorzellen, die nicht der enzymatischen Degradation
unterlagen, andere Zellen transfizieren kdnnen (Klein 1981). Goldenberg et al. (2013)
zeigten, dass auch eine in-vivo Zellfusion zwischen humanen Lymphom- und
Nagetierstromazellen mdglich ist. Diese Hybridzellen fihrten zu Tumoren, deren
Zellen sowohl die humane als auch die tierische DNA enthielten. Des Weiteren
konnte in anderen Versuchen zirkulierende Tumor-DNA im Blutstrom von Tieren, die
als Tumormodell dienten (Bendich et al. 1965; Garcia-Olmo et al. 1999; Trejo-
Becerril et al. 2003), aber auch in Krebspatienten nachgewiesen werden (Gahan
2012; Leon et al. 1977; Trejo-Becerril et al. 2005; Vlassov et al. 2010). Die
zirkulierende DNA konnte hypothetisch Uber eine passive Transfektion in Zellen

aufgenommen werden und deren Eigenschaften beeinflussen.
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5 Zusammenfassung

Ziel der Arbeit: Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu Uberprifen, ob
Tumorzellen insbesondere Stro-1*-Tumorzellen Transkriptionsfaktoren auf ,gesunde®
differenzierte Zellen Ubertragen konnen. Als Arbeitshypothese wurde daher
angenommen, dass es sowohl bei Tumoren epithelialen als auch mesenchymalen
Ursprungs Stro-1"-Zellen gibt und diese in der Lage sind, die Transkriptionsfaktoren

Oct4, Nanog, c-myc, Sox2 und KIf4 auf Nichttumorzellen zu tUbertragen.

Methodik: Als Tumorzellen wurden eine ektodermale (Hep2-Zellen) und eine
mesenchymale (SAOS-Zellen) Zelllinie verwandt, die in Kokulturen mit Oct4-GFP-
embryonalen Mausfibroblastenzellen (Stemgent®) als Promotorzellen fiir die Oct4-

Ubertragung und humanen Gingivafibroblasten (HGF-Zellen) inkubiert wurden.

Ergebnis: Die Kulturen der Hep2-Zellen enthielten 1,32 + 0,49 % Stro-1*-Zellen. Der
Anteil der SAOS®"**_Zellen betrug 1,97 + 0,95 %. Die GroRe der Stro-1*-und Stro-1°
-Populationen beider Zelltypen war stark abhéngig vom jeweiligen Kulturmedium. Die
Hep25™!*.Zellen sind im MEF-Medium um 35 % groRer und im NH-Medium um
10 % kleiner als die Hep25"™*-Zellen. Die SAOS®"™*-Zellen hingegen sind im MEF-
Medium um 23 % und im NH-Medium um 42 % groR3er als deren Stro-1-Zellen. Im
NH-Medium sind die SAOS®"**-Zellen um 40 % und die SAOS®"™*-Zellen um 22 %

groéRer als im MEF-Medium. Die Hep2°"™™*

-Zellen sind hingegen im NH-Medium um
20 % kleiner, wahrend die negativen um 20 % gréRRer als im MEF-Medium sind. In
beiden Tumorzelllinien lieBen sich der Pluripotenzfaktor Oct4 und die
Transkriptionsfaktoren c-myc, Sox2 und Nanog sowohl in den Stro-1"- als auch Stro-
1-Zellen nachweisen. Die Kokulturen der SAOS- und Hep2-Zellen mit den Oct4-
Promotorzellen (Oct4-GFP MEF) ergaben, dass sowohl Stro-1'-Tumorzellen als
auch die Stro-1"-Kollektive beider Linien in der Lage waren, Oct4 zu Ubertragen. Stro-
1*-Tumorzellen verursachten eine starkere Oct4-Produktion in den Oct4-GFP MEF-
Zellen, was sich anhand grof3erer Fluoreszenzflachen des GFP vermuten Il&sst. In
den Kokulturen wurde eine sehr hohe Anzahl von Zell-zu-Zellverbindungen
(Nanotubes) beobachtet. Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse wird daher
angenommen, dass der Transfer der Pluripotenzfaktoren dber diese
Zellverbindungen ablauft, da die Ubertragung von Oct4 durch Exosomen

ausgeschlossen werden konnte.
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In einem weiteren Versuch sollte die Ubertragung von Oct4 und auch von Sox2,
Nanog, Klf4, c-myc auf humane Gingivafibroblasten tberpruft werden. Es konnte
zunachst nachgewiesen werden, dass humane Gingivafibroblasten die oben
genannten Faktoren nicht selbst exprimieren. Nach einer Woche (7d) der
Kokultivierung mit den Osteosarkomzellen exprimierten die HGF-Zellen die
Pluripotenzfaktoren Oct4, Nanog, Sox2 und c-myc, wahrend die Larynxkarzinom-
Zellen lediglich Nanog udbertrugen. Die durch die Segenzierung erhaltenen

Gensequenzen bestatigten den Nachweis der untersuchten Transkriptionsfaktoren.

Die dieser Untersuchung zugrundeliegende Arbeitshypothese konnte daher in vielen

Punkten bestatigt werden.

Ausblick: Als wesentlicher Aspekt dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass
sowohl die Stro-17- als auch die Stro-1-Zellen der Hep2- und SAOS-Zelllinie in der
Lage waren, Transkriptionsfaktoren auf Nichttumorzellen zu Ubertragen. Welche
Zellpopulation aus dem Kollektiv der Stro-1"-Zellen fiir die Ubertragung verantwortlich
ist oder ob grundsatzlich alle Zellen in diesem Restkollektiv diese Fahigkeiten
besitzen, ist zukiinftig zu untersuchen. Inwiefern die Ubertragung der Transkriptions-
faktoren auf die ,gesunden“ Zellen mdglicherweise eine maligne Transformation

einleitet, muss in weiteren Versuchen abgeklart werden.
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Anhang

Tabellen

In den folgenden A-Tabellen 1 bis 4 werden die eingesetzten Geratschaften und

Materialien aufgezahlt.

A-Tabelle 1 : Auflistung der verwendeten Geréate und deren Hersteller.

Gerat

Hersteller

AirClean600 PCR Workstation

ApoTome

AxioCam MRm
Axiovert 200M/ HAL 100
Axiovert 35
BioDocAnalyse

CASY® 18ml Rohrchen
Dispensette

DNA Engine PTC-200

FACS-Analyse 5ml Réhrchen

Freezing Container
Kihlschrank
Mastercycler® Gradient
Mikrozentrifuge MC 6
Pipetten, 1-10ml
Pipetten, 10-20ml
Pipetten, 10-500ul
Pipetten, 100-1000pl
Pipettenboy®
Sterilbank
Tiefkihlschrank oben

Tiefkthlschrank unten

Vortexer, MS 2 Minishaker
Wasserbad

Zellkulturinkubator

Zellzahlgerat (CASY®)
Zenrifuge 5415 R
Zentrifuge

Zentrifuge 5417C

Zentrifuge, klein

AirCleanSystems, Creedmoor

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Halbergmoos

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Halbergmoos

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Halbergmoos

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Halbergmoos
Biometra GmbH, Géttingen

Sarstedt, Sarstedt AG & CO, Numbrecht

BRAND GMBH + CO KG, Wertheim

Bio-Rad, Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Sarstedt, Sarstedt AG & CO, Nimbrecht

Thermo Scientific Nalgene, NY

Liebherr Hausgerate Ochsenhausen GmbH, Ochsenhausen
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Sarstedt, Sarstedt AG & CO, Numbrecht

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Biohazard Cleanair En 12469, Woerden, Niederlande
Liebherr Hausgerate Ochsenhausen GmbH, Ochsenhausen

Sanyo Electric Biomedical CO. Ltd, Japan. Ewald Innovationstechnik

GmbH. Vertrieb Sanyo, Bad Nenndorf
IKA GmbH & Co. KG, Staufen
Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach

Sanyo Electric Biomedical CO. Ltd, Japan. Ewald Innovationstechnik

GmbH. Vertrieb Sanyo, Bad Nenndorf

Schérfe System/Innovatis AG, Reutlingen

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

HERMLE Z400K, HERMLE Labortechnik GmbH, Wehingen
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Sigma 2K15C, Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode am Harz
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A-Tabelle 2 : Auflistung der Software und deren Hersteller.

Software

Hersteller

Adobe InDesign CS6
Adobe Photoshop CC
AxioVision 4.8

BD FACS™
BioDocAnalyses 2.0
EndNote X7

Mac Os Version10.8.5
NanDrop 1000 3.7.1
Office XP

SigmaPlot
SigmaScan

Windows 7

Windows XP

Adobe System Inc.

Adobe System Inc.

Zeiss, Oberkochen

BD Biosciences

Biometra

Thomson Research Soft
Apple Macintosh, USA
Thermo Fisher Scientific Inc., USA
Microsoft, Redmond, USA
Systat Software GmbH
Systat Software GmbH
Microsoft, Redmond, USA
Microsoft, Redmond, USA

A-Tabelle 3 : Verwendete Fertigsysteme (Kits) und deren Hersteller.

Kit

Hersteller

iScript® cDNA Synthesis Kit
MinElute® Gel Extraction Kit
NucleoSpin® RNA XS

Physion® High-Fidelity Master Mix
Rnase Free DNAse-Set

Rneasy® Mini-Kit (250)

Bio-Rad, Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Qiagen, Qiagen GmbH, Hilden

Macherey-Nagel GmbH, Dirren

BioLabs Inc., New England

Qiagen, Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen, Qiagen GmbH, Hilden

A-Tabelle 4 : Zellkulturreagenzien/Molekularbiologie, Zellkulturzubehér und deren Hersteller.

Zellkulturreagenzien

Hersteller

Anti-mouse IgM Microbeads
CASY“clean

CASY®ton

Cell Scraper 25cm
Cryo-Rérchen 1ml
CryoTubes, 1,8ml

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) low glucose, GlutaMAX™
DMSO

Eppendorf-Réhrchen 1-2ml
Ethanol

Falcon Tube 15ml

Falcon Tube 50mlI

Fetales Kéalberserum (FKS)
Filter 0,2 pl

FUGENE® 6 Transfection Reagent
6x Gelladepuffer
Gentamycin

Go Taqg Green Master Mix
Imaging Chamber 2

Miltenyi Biotec, Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Sarstedt, Sarstedt AG & CO, Numbrecht

Sarstedt, Sarstedt AG & CO, Numbrecht

Nunc, Roskilde, Denmark

Gibco Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Merck KGaA, Darmstadt
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Merck KGaA, Darmstadt

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes
Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes
Biochrom AG, Berlin

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
CARL ROTH GMBH + CO. KG, Karlsruhe
PAN Biotech GmbH, Aidenbach

Promega, Promega GmbH, Mannheim
Zell-kontakt GmbH
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iQ SYBR ®Green Supermix
iScript® cDNA Synthesis Kit
L-Glutamin 200mM

Low Binding Tubes

LS MACS® Seperation Columns
MACS®-Puffer

MACS®, Multistand

MEM NEAA (100X)

NH Expansion Medium
NH Expansion Medium
OPTI-MEM

Parafilm ,,M“
Paraformaldehyd

PBS (without Ca/Mg)

PCR Soft Tubes, 0,2 ml
Penicillin/ Streptomycin
Pipettenspitzen
Pipettenspitzen 10/20 pl
Pipettenspitzen 100 pl
Pipettenspitzen 100 pl
Pipettenspitzen 1000 pl
Pipettenspitzen 1000 pl
Pipettenspitzen 200 pl
Pippette 10ml

Pippette 25ml

2xPhusion® Master Mix mit HF Buffer
2-Propanol (Isopropanol)
Rnase Free Dnase-Set
RNase-free-water 10ml
Rneasy Mini-Kit (250)
Roti-GelStain

Safe-lock Tubes 2,0ml
Skalpell

Spitzen 50-1000 pl
Spritzen 2ml
B-Mercaptoethanol 2 98 %
10x TBE Puffer

Trypsin (0,025 %)
Trypsin/EDTA

Vakuum Filter
6well-Platten
12well-Platten Cellstar
24well-Platten, HTS
Zellkulturflasche, 25cm?2
Zellkulturflasche, 75cm?2

Zentrifugenréhrchen 15ml (R6hren mit
konischem Bogen, Schraubverschluss)
Zentrifugenréhrchen 50ml (R6hren mit
konischem Bogen, Schraubverschluss)

Bio-Rad, Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Bio-Rad, Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
SIGMA-ALDRICH COMPANY, Steinheim
Sarstedt, Sarstedt AG & CO, Numbrecht
Miltenyi Biotec, Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach
Eigene Herstellung (siehe Anhang)

Miltenyi Biotec, Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach
PAN Biotech GmbH, Aidenbach

MACs Miltenyibiotec

Miltenyi Biotec, Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach
Invitrogen, life technologies, Darmstadt
PECHINEY PLASTIC PACHAGING, Chicago
Merck, Merck KGaA, Darmstadt

PAN Biotech GmbH, Aidenbach

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf

PAN Biotech GmbH, Aidenbach

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

STARLAB GmbH, Ahrensburg

STARLAB GmbH, Ahrensburg

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf

STARLAB GmbH, Ahrensburg

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf

STARLAB GmbH, Ahrensburg

Sarstedt, Sarstedt AG & CO, Numbrecht
Sarstedt, Sarstedt AG & CO, Numbrecht

New England BioLabs GmbH

Merck, Merck KGaA, Darmstadt

Qiagen, Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen, Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen, Qiagen GmbH, Hilden

CARL ROTH GMBH + CO. KG, Karlsruhe
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

FEATHER SAFETY RAZOR CO., OSAKA
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

BD Discardit Il, Mequinenza

SIGMA-ALDRICH COMPANY, Steinheim

CARL ROTH GMBH + CO. KG, Karlsruhe

PAN Biotech GmbH, Aidenbach

PAN Biotech GmbH, Aidenbach

Sarstedt, Sarstedt AG & CO, Numbrecht
Greiner, Bio-One GmbH, Solingen

Greiner, Bio-One GmbH, Solingen

Corning B.V. Life Science, Netherlands

Greiner, Bio-One GmbH, Solingen

Greiner, Bio-One GmbH, Solingen

Sarstedt, Sarstedt AG & CO, Numbrecht

Sarstedt, Sarstedt AG & CO, Numbrecht
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Tabellen der Sortierungsuntersuchungen Abschnitt 1 Ergebnisse
Hep2 Rohdaten und Sortierung

A-Tabelle 5: Rohdaten der Hep2-Zellkulturen vor der Sortierung. Angegeben sind die Mittelwerte
(MW) und Standardabweichungen (SD) aus jeweils 3 Zellzdhlungen (n=3) der entsprechenden
Kultur. Mit P sind die jeweiligen Passagen der Zellkulturen benannt, deren gesamte Zellzahl als
Summe () in der letzten Spalte aufgeflhrt ist.

Hep2-Zellen

MWe10" SDe10" $+10*
Kultur 1 (P17) 4940 57,28
Kultur 2 (P17) 3350 38,35 oo
Kultur 3 (P10) 6020 1850
Kultur 4 (P10) 5260 97,17 25730
Kultur 5 (P10) 14450 490
Summe MW 34020 34020

A-Tabelle 6: Sortierungsergebnis von Hep2-Zellen nach Stro-1. Mittelwerte und Standard-
abweichungen der Stro-1-Sortierungen von jeweils 3 Messungen der in A-Tabelle 5 aufgeflihrten
Kulturen. Ferner sind die entsprechenden Prozentwerte der Mittelwerte der Stro-1'- und Stro-1-
Ergebnisse sowie die Summen der entsprechenden Passagen angegeben. In der unteren Zeile sind
der mittlere Prozentwert und die Standardabweichung aller Sortierungen, der Stro-1*- und Stro-1"-
Zellen, genannt. Die Zellen aus den Sortierungen S1-S4 entstammen der Passage 17, die Zellen der
Sortierungen S5-S10 der Passagel0 (A-Tab.5)

Hep2-Zellen
Stro-1" Stro-1’ Stro-1" Stro-1’
MWe10* SDe10° xe10" MWe10* SDe10* ze10" % %

S1 30,2 7,61 114,58 2249,17 221,97 8259,58 1,32 98,68
S2 34,71 4,69 2141,67 126,1 1,59 98,41
S3 24,45 4,58 1664,17 158,21 1,45 98,55
S4 25,22 3,48 2204,58 65 1,13 98,87
S5 58,67 4,65 305,9 2951,51 29,62 24097,6 1,95 98,05
S6 95,33 15,07 4252,16 29,8 2,19 97,81
S7 29,32 5,6 4329,92 27,26 0,67 99,33
S8 38,65 2,46 4514,72 70,25 0,85 99,15
S9 44,6 1,42 3748,8 15,74 1,18 98,82
S10 39,33 3,57 4300,8 84,38 0,91 99,09
Summe 420,48 420,48 32357,18 32357,18
Mittlerer 1,32 98,68
Prozentwert + SD + 0,49 + 0,49
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SAOS Rohdaten und Sortierung

A-Tabelle 7: Rohdaten der SAOS-Zellkulturen vor der Sortierung. Angegeben sind die Mittelwerte
(MW) und Standardabweichungen (SD) aus jeweils 3 Zellzahlungen der entsprechenden Kultur. Mit P
sind die jeweiligen Passagen der Zellkulturen benannt, deren gesamte Zellzahl als Summe (Z) in der
letzten Spalte aufgefuhrt ist. Die Kulturen 3 bis 5 der 4. Passage wurden nach erfolgter Sortierung in
Stro-17-und Stro-1-Zellen nach einer Woche Inkubationszeit erneut sortiert. Die Ergebnisse der
Wiederholungsbestimmung sind in A-Tabelle 9 aufgefihrt.

SAOS-Zellen
MWe10* SD+10* 310"

Kultur 1 (P3) 1198,33 25,72 1198,33
Kultur 2 (P6) 712,33 31,63 712,33
Kultur 3 (P4) 2383,33 170,17
Kultur 4 (P4) 2570,83 181,56 6575,83
Kultur 5 (P4) 1621,67 19,87
Summe 8486,50 8486,50

A-Tabelle 8: Sortierungsergebnis von SAOS-Zellen nach Stro-1. Mittelwerte und Standard-
abweichungen der Strol-Sortierungen von jeweils 3 Messungen der in A-Tabelle 7 aufgeflihrten
Kulturen. Ferner sind die entsprechenden Prozentwerte der Mittelwerte der Stro-1'- und Stro-1-
Ergebnisse sowie die Summen der entsprechenden Passagen angegeben. In der unteren Zeile sind
der mittlere Prozentwert und die Standardabweichung aller Sortierungen der Stro-1'- und Stro-1-
Zellen genannt. Die Zellen aus den Sortierungen S1-S2 entstammen der Passage 3, die Zellen der
Sortierungen S3-S4 der Passage 6 und die Zellen der Sortierungen S5-S10 der Passage 4 (A-Tab.7).

SAOS-Zellen

Stro-1" Stro-1" Stro-1°  Stro-1°

MW+10° SDe10° Z10° MW+10° SDe10° 10° % %
S1 14,13 1,29 2778 449,87 8,55 1129.80 3,05 96,95
S2 13,65 4,69 679,93 4,50 1,97 98,03
S3 8,13 2,83 16.08 261,67 0,29 497 53 3,01 96,99
S4 7,94 1,53 ' 235,87 4,17 ' 3,26 96,74
S5 22,92 3,25 872,16 118,06 2,56 97,44
S6 13,48 1,13 910,32 199,15 1,46 98,54
S7 12,43 0,28 1521,60 66,20 0,81 99,19

86,80 6507,72

S8 17,05 3,35 1010,88 269,68 1,66 98,34
S9 11,52 3,33 1261,80 143,74 0,90 99,10
S10 9,40 0,73 930,96 41,58 1,00 99,00
Summe 130,66 130,66 8135,05 8135,05

1,97 98,03
+ 0,95 +0,95

Mittlerer Prozentwert = SD
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SAOS Wiederholungssortierung

A-Tabelle 9: Ergebnis der Wiederholungssortierung von SAOS-Zellen nach Stro-1. Mittelwerte und
Standardabweichungen der wiederholten Strol-Sortierungen von jeweils 3 Messungen der in A-
Tabelle 7 aufgefuhrten Kulturen 3 bis 5(P), denen die Werte der Sortierungen S5 bis S10 in der A-
Tabelle 8 zuzuordnen sind. Ferner sind die entsprechenden Prozentwerte der Mittelwerte der Stro-1*-
und Stro-1-Ergebnisse sowie die Summen der entsprechenden Passagen angegeben. In der letzten
rechten Spalte ist der mittlerer Prozentwert der beiden Neusortierungen der Stro-1*- und Stro-1"-Zellen

genannt.
SAQOS-Zellen
Stro-1" Stro-1" Stro-1*  Stro-1°  Stro-  Stro-1’
1+
MW 104 SDe104 2104 MWe104 SDe104 X104 % % MW MW
[ %] [ %]
S1 Stro-1
o r 6,17 6.17 80,20 19,20 80,20 7,14 92,86 714 92.86
S2 Stro-1 13,20 510,00 20,60 2,53 97,47
neg.
S3 Stro-1 4,77 18,00 471,00 16,40 982,00 99 1,765 98,235
neg.
Summe 24,20 24,20 1060,0 1060,0

Morphologische Untersuchung in unterschiedlicher Umgebung

A-Tabelle 10: Morphologische Unterschiede von Hep2- und SAOS- Stro-1'- und Stro-1-Zellen in
unterschiedlichen Medien. Verglichen werden die Compactness, die max. Lange und die min. Lange.

Angegeben sind jeweils der Stichprobenumfang die Median-

Signifikanzen.

und Perzentilwerte sowie die

Pos. via neg

Compactness
Zelllinie Medium N Median 25% 75 %
SAOS pos. MEF 167,00 25,36 21,30 30,59 P=0.005
SAOS neg. MEF 764,00 23,66 20,36 28,80 ’
SAOS pos. NH 485,00 26,32 22,34 31,16 P=0.004
SAOSneg. NH 575,00 25,12 21,18 29,92 '
Hep2 pos. MEF 21,00 21,87 19,14 24,37 P=0.001
Hep2 neg. MEF 705,00 26,99 23,68 32,70 '
Hep2 pos. NH 161,00 20,79 18,44 24,65 P=0.001
Hep2neg. NH 398,00 24,82 22,18 29,04 '

max. Lange
SAOS pos. MEF 167,00 79,13 59,82 105,70 P=0.001
SAOS neg. MEF 764,00 69,19 54,81 85,68 '
SAOS pos. NH 485,00 95,23 75,05 115,54 P=<0 001
SAOS neg. NH 575,00 76,36 60,94 97,45 '
Hep2 pos. MEF 21,00 76,13 50,00 93,92 P=0.103
Hep2 neg. MEF 705,00 62,05 51,33 75,87 '
Hep2 pos. NH 161,00 61,01 47,29 76,87 P=<0 001
Hep2 neg. NH 398,00 67,94 57,07 83,54 '
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SAOS pos.
SAOS neg.
SAOS pos.
SAOS neg.

Hep?2 pos.
Hep2 neg.
Hep?2 pos.
Hep2 neg.

MEF
MEF
NH
NH
MEF
MEF
NH
NH

167,00
764,00
485,00
575,00
21,00

705,00
161,00
398,00

min. Lange
36,27
33,23
42,32
36,02
40,36
33,96
34,92
37,43

27,59
26,31
34,59
29,42
28,31
27,05
29,86
30,79

46,39
42,26
52,13
45,72
51,40
42,05
41,73
45,30

P=0,009

P=<0,001

P=0,117

P=0,052

*Mann-Whitney U —Test; ** Angaben in pmz2

Kokultivierung der Tumorzellen mit Promotorzellen

A-Tabelle 11: Zellflachen von Hep2-,

SAOS-und Oct4-GFP MEF-Zellen. Stichprobenumfang,

Mittelwerte, Standardabweichungen und Signifikanzen von Hep2-, SAOS- und Oct4-GFP MEF-Zellen
in den Medien NH und MEF. Statistische Auswertung mittels One Way Analysis.

Zelllinien Medium n MW SD Signifikanz
SAOS MEF 931 1791,63 43,86

Hep2 MEF 725 1373,91 25,77 P 0,001
Oct4-GFP MEF 104 13647,78 2033,61

MEF

SAQOS NH 1060 2276,81 42,17

Hep2 NH 559 1632,97 34,61 P <0,001
Oct4-GFP NH 42 31685,23 9561,20

MEF

One Way Analysis of Variance
Multiple Comparisons versus Control Group (Holm-Sidak method)
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Fluoreszenzflachen

A-Tabelle 12: Fluoreszenzflachen von Oct4-GFP MEF-Zellen. GFP-Fluoreszenzflache zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten der kokultivierten Oct4-GFP MEF-Zellen, die mit den Hep2- und SAOS- Stro-
1%- und Stro-1"-Zellen in MEF- und NH-Medium inkubiert wurden.

Zeit [h] Flache/zelle [um?] Flache/zelle [um?]
Hep2 pos. (MEF) Hep2 neg. (MEF)
48 59,57 157,00
72 165,25 29,61
96 332,49 17,14
168 623,65 44,14
SAOS pos. (MEF) SAOS neg. (MEF)
24 48,88 14,78
48 1260,93 29,33
72 102,77 89,80
96 45,54 141,06
144 88,24 71,62
192 66,68
SAQOS pos. (NH) SAOS neg. (NH)
24 247,49 107,27
48 289,19 747,47
72 933,01 181,96
144 1331,33 277,96
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A-Tabelle 13 : Mittlere Intensitat der Oct4-GFP MEF-Zellen. Normalisierte (Logl0 transformierte)
Werte der mittleren Intensitat der Oct4-GFP MEF-Zellen, welche mit SAOS-und Hep2-Zellen in MEF-
und in NH-Medium inkubiert wurden. Die Tumorzelllinien wurden jeweils nach dem Genmarker Stro-1
sortiert. Die statistische Auswertung nach Signifikanz mittels t-Test.

Kokultivierung Oct4-GFP MEF-Zellen mit Hep2 in MEF-Medium

Zeit [h] Zellinie N Mean Std Dev SEM
48 Hep2 pos. 156,00 1,19 0,16 0,01 P< 0,001
Hep2 neg. 127,00 1,05 0,12 0,01
. -3
79 Hep2 pos. 1062,00 1,03 0,13 3,92¢10 P< 0,001
Hep2 neg. 227,00 0,99 0,19 0,01
103
96 Hep2 pos. 1056,00 1,06 0,11 3,2910 P< 0,001
Hep2 neg. 130,00 1,14 0,25 0,02
103
168 Hep2 pos. 2434,00 1,00 0,11 2,13-10 P< 0,001
Hep2 neg. 260,00 1,03 0,17 0,01
Kokultivierung Oct4-GFP MEF-Zellen mit SAOS in MEF-Medium
SAOS pos. 190 1,104 0,217 0,0157
24 <
SAOS neg. 137 1,237 0,225 0,0192 P= 0,001
SAOS pos. 737 1,199 0,173 0,00638
<
48 SAOS neg. 446 1,372 0,214 0,0102 P= 0,001
79 SAOS pos. 1120 1,124 0,199 0,00594 P< 0,001
SAOS neg. 992 1,209 0,141 0,00449
9% SAOS pos. 597 1,290 0,156 0,00639 P< 0,001
SAOS neg. 1565 1,159 0,127 0,00321
SAOS pos. 318 1,094 0,323 0,0181
144 P< 0,001
SAOS neg. 867 1,228 0,114 0,00386
Kokultivierung Oct4-GFP MEF-Zellen mit SAOS in NH-Medium
24 SAOQOS pos. 2142 0,868 0,169 0,00366 P< 0,001
SAOS neg. 1077 1,005 0,129 0,00393
A . 24 11 1 1
48 SAOS pos 30 ,135 0,155 0,00315 P< 0,001
SAOS neg. 5743 1,092 0,0586 0,000774
A . 1082 1,14 7 762
72 SAOS pos 0828 ,148 0,0793 0,00076 P< 0,001
SAOS neg. 5743 1,092 0,0586 0,000774
A . 2 1 1 752
144 SAOS pos 69 ,080 0,198 0,0075 P< 0,001
SAOS neg. 1059 1,237 0,0939 0,00288
t-Test
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Abbildungen

PCR der Tumorzelllinien Hep2 und SAOS

A -Abbildung 1 : Geldokumentation der Expressionsbanden von Oct4, Sox2 und c-myc.

1:0ct4 Hep2 Stro-17; 2: Oct4 Hep2 Stro-1"; 3: Oct4 SAOS Stro-17; 4: Sox2 Hep2 Stro-17; 5: Sox2 Hep2
Stro-1"; 6: Sox2 SAOS Stro-17; 7: c-myc Hep2 Stro-17; 8: c-myc Hep2 Stro-1"; 9: c-myc SAOS Stro-1-

Ladder:100bp

A -Abbildung 2 : Geldokumentation der Expressionsbanden von Nanog, Kfl4 und GAPDH.

1: Nanog Hep2 Stro-17; 2: Nanog Hep2 Stro-1"; 3: Nanog SAOS Stro-1"; 4: Kfl4 Hep2 Stro-17; 5: Kfl4
Hep2 Stro-1"; 6: Kfl4 SAOS Stro-17; 7: GAPDH Hep2 Stro-1; 8: GAPDH Hep2 Stro-1"; 9: GAPDH
SAQS Stro-1°

Ladder:100bp
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600bp

300bp

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

A -Abbildung 3 : Geldokumentation der Expressionsbanden von Oct4, Sox2, Nanog und GAPDH.

1:0ct4 Hep2 Stro-1"; 2: Oct4 Hep2 Stro-17; 3: Oct4 Hep2 Stro-17; 4: Sox2 Hep2 Stro-1"; 5: Sox2
Hep2 Stro-17; 6: Sox2 Hep2 Stro-1"; 7:blank; 8: Nanog Hep2 Stro-1"; 9: Nanog Hep2 Stro-17; 10:
Nanog Hep2 Stro-17; 11: blank; 12: GAPDH Hep2 Stro-1"; 13: GAPDH Hep2 Stro-17; 14: GAPDH
Hep2 Stro-1°

Ladder:100bp

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

A -Abbildung 4 : Geldokumentation der Expressionsbanden von c-myc.

1: c-myc SAOS Stro-17; 2: c-myc SAOS Stro-1"; 3: c-myc SAOS Stro-17; 4: c-myc SAOS Stro-17; 5: ¢-
myc SAOS Stro-17; 6: c-myc SAOS Stro-17; 7: c-myc SAOS Stro-17; 8: c-myc SAOS Stro-17; 9 blank;
10 blank; 11 blank

Ladder:100bp
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600bp

A -Abbildung 5 : Geldokumentation der Expressionsbanden von Oct4.

1: Oct4 SAOS Stro-1%; 2: Oct4 SAOS Stro-1%; 3: Oct4 SAOS Stro-1*; 4: Oct4 SAOS Stro-1%; 5: Oct4
SAOS Stro-17; 6: Octd SAOS Stro-17; 7: Oct4 SAOS Stro-1"; 8: Oct4 SAOS Stro-1’

Ladder:100bp

600bp

300bp

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

A -Abbildung 6 : Geldokumentation der Expressionsbanden von Sox2 und Kfl4.

1: Sox2 SAOS Stro-1%; 2: Sox2 SAOS Stro-1"; 3: Sox2 SAOS Stro-1"; 4: Sox2 SAOS Stro-1"; 5: Sox2
SAOS Stro-17; 6: Sox2 SAOS Stro-1; 7: Sox2 SAOS Stro-1"; 8: Sox2 SAOS Stro-17; 9: Kfl4 SAOS
Stro-1"; 10: Kfl4 SAOS Stro-1%; 11: Kfl4 SAOS Stro-1"; 12: Kfl4 SAOS STRO-"; 13: Kfl4 SAOS Stro-1";
14: Kfl4 SAOS Stro-1"; 15: Kfl4 SAOS Stro-17; 16: Kfl4 SAOS Stro-1-

Ladder:100bp
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600bp

300bp

A -Abbildung 7 : Geldokumentation der Expressionsbanden von Nanog, Sox2 und GAPDH.

1: Nanog Hep2 Stro-1"; 2: Nanog Hep2 Stro-17; 3: Nanog Hep2 Stro-17; 4: Sox2 Hep2 Stro-1"; 5: Sox2
Hep2 Stro-17; 6: Sox2 Hep2 Stro-17; 7: GAPDH Hep2 Stro-17; 8: GAPDH Hep2 Stro-1"

Ladder:100bp

800bp

300bp

A -Abbildung 8 : Geldokumentation der Expressionsbanden von Nanog.

1: Nanog SAOS Stro-1"; 2: Nanog SAOS Stro-1"; 3: Nanog SAOS Stro-1"; 4: Nanog SAOS Stro-17; 5:
Nanog SAOS Stro-17; 6: Nanog SAOS Stro-17; 7: blank

Ladder:100bp
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600bp

A -Abbildung 9 : Geldokumentation der Expressionsbanden von Sox2 und c-myc.

1:Sox2 SAOS Stro-1"; 2: blank; 3: Sox2 SAOS Stro-17; 4: c-myc SAOS Stro-1"; 5: c-myc SAOS Stro-
1%; 6: c-myc SAOS Stro-17; 7: c-myc SAOS Stro-1; 8: blank

Ladder:100bp

PCR vom Kokulturversuch mit transfizierten HGF-Zellen

B00bp

300bp

A -Abbildung 10 : Geldokumentation der Expressionsbanden transfizierter HGF-Zellen von Oct4,
Sox2 und Nanog.

1: Oct4 HGF; 2: Oct4 HGF+SAOQOS; 3: Oct4 HGF+Hep2; 4: Sox2 HGF; 5: Sox2 HGF+SAQS; 6: Sox2
HGF+Hep2 ; 7: Nanog HGF; 8: Nanog HGF+SAOS ; 9: Nanog HGF+ Hep2

Ladder:100bp
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A -Abbildung 11 : Geldokumentation der Expressionsbanden transfizierter HGF-Zellen von c-myc,
KIf4 und GAPDH.

1: c-myc HGF; 2: c-myc HGF+SAQS; 3: c-myc HGF+Hep2; 4: KIf4 HGF; 5: Klf4 HGF+SAQS; 6: Klf4
HGF+Hep2 ; 7: GAPDH HGF; 8: GAPDH HGF+SAOS ; 9: GAPDH HGF+ Hep2

Ladder:100bp
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