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Einleitung

1 Einleitung

Die Verwendung von Stammzellen in der modernen Medizin bringt eine Vielzahl neuer
Perspektiven und Behandlungsmdglichkeiten mit sich. Insbesondere die mesenchyma-
len Stammzellen (MSZ) sind aufgrund ihrer guten Verfligbarkeit Gegenstand derzeiti-
ger Forschungen. Die multipotenten Zellen kommen sowohl in fetalen als auch in adul-
ten Geweben vor und besitzen die Fahigkeit zur Selbsterneuerung und Selbstdifferen-
zierung. lhre Funktion besteht zum einen darin, alte Zellen oder beschadigtes Gewebe
ZuU regenerieren, zum anderen besetzen sie die Stammzellnischen im Knochenmark
(KM) und nehmen so Einfluss auf die Hamatopoese (Tae et al. 2006). Sie sind durch
ihre fibroblastenahnlicher Morphologie, die Expression von Oberflachenmarkern wie
CD105, CD73, CD90 und STRO-1 (stromal cell surface marker 1) sowie durch das
Fehlen von hdmatopoetischen Oberflachenmarkern und des MHC-Klasse-2-Rezeptors
HLA-DR charakterisiert (Shi et al. 2011). In vitro prasentieren sie eine ausgepragte
Plastikadharenz und kdnnen unter den entsprechenden Kulturbedingungen in Osteozy-
ten, Chondrozyten, Adipozyten, Myozyten und neuronale Zellen differenzieren. Es
konnte aufRerdem gezeigt werden, dass MSZ immunmodulierende Eigenschaften be-
sitzen, wie beispielsweise die Suppression der B- und T-Zellproliferation (Shi et al.
2011; Yiund Song 2012). In ihrer klinischen Verwendung sind die MSZ daher vor allem
fur vier Bereiche interessant: als Vehikel in der Gentherapie, zur Verbesserung des
Engraftments (Anwachsen des Transplantats) im Rahmen von Knochenmarktransplan-
tationen, flir neue Therapieansatze bei Autoimmunerkrankungen und fir die regenera-
tive Medizin bzw. das sogenannte Tissue Engineering von Knochen, Knorpel, Bandern
und Sehnen (Yi und Song 2012).

Auch bei der Regeneration des Geweihs der Cervidae spielen MSZ eine entscheiden-
de Rolle fur das schnelle Wachstum (Rolf et al. 2008). Die Hirschgeweihe sind daher
ein besonders geeignetes Forschungsmodell, um die zellularen und molekularen Me-
chanismen der Geweberegeneration zu untersuchen. Als einzige Saugetierspezies
sind die Cervidae in der Lage, ein vollstdndiges Organ zu regenerieren. Geweihe sind
histologisch komplexe Gebilde aus Knochen, Knorpeln, Nerven, Blutgefalien und Haut,
die in einem jahrlichen Zyklus aus Wachstum, Mineralisierung der Knochenstruktur und
Abfegen des Bastes regenerieren und schlie3lich im Frihjahr durch die Aktivierung von
Osteoklasten abfallen (Li 2012). Die Rosenstdcke (RS), die kndchernen Vorspriinge
am Schéadelknochen, bilden die Basis der Geweihe. Sie bilden sich aus dem soge-
nannten antlerogenic periosteum (AP) unter Testosteroneinfluss (Kierdorf und Kierdorf
2011). Das AP entwickelt sich vermutlich aus der Neuralleiste. Seine Zellen weisen mit

ihrer Fahigkeit zu Selbsterneuerung und Selbstdifferenzierung einen embryonalen
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Charakter auf (Li und Suttie 2001). Die Rosenstockentwicklung aus dem AP beginnt
einige Wochen bis Monate nach der Geburt mit der intermembrandsen Ossifikation.
Die Zellen der inneren, zellularen AP-Schicht beginnen zu proliferieren und differenzie-
ren schlieBlich zu Osteoblasten. Das erste Geweih wachst spontan aus den Spitzen
der RS, wenn diese eine fur die Spezies spezifische GréfRe erreichen. Dabei geht die
intermembranése in die enchondrale Ossifikation Gber (Kierdorf und Kierdorf 2012; Li
und Suttie 2001). Nach dem Abwurf des ersten Geweihs verbleiben die RS als perma-
nente kndcherne Fortsatze bestehen, aus denen sich in einem festgelegten Zyklus die

Geweihstangen jahrlich neu bilden.

Ausgangspunkt der jahrlichen Regeneration beim adulten Tier ist das Rosenstockperi-
ost (RP), wie eine Reihe verschiedener Deletionsversuche von Li et al. (2007) zeigten.
Zunéchst verdicken sich die distalen Anteile des RP durch aktive Zellteilung; histolo-
gisch entspricht dies einer Zone von undifferenzierten mesenchymalen Zellen unter-
halb des fibrindsen Perichondriums. Diese Zone wird als mesenchymale Wachstums-
zone bezeichnet (Kierdorf et al. 2007). Im Verlauf entstehen hieraus eine anteriore und
eine posteriore Wachstumszone, die jeweils im Zentrum aus Knorpel bestehen und von
einem hyperplastischen Rosenstockperiost umgeben sind. Sie bilden spater die ver-
schieden Anteile der Geweihstangen (Li 2012). In-vivo- und In-vitro-Studien zeigen,
dass der Insulin-like-growth-factor-1 (IGF-1) in der Wachstumsphase der wichtigste Sti-
mulator fir das Geweihwachstum ist. Darliber hinaus konnte gezeigt werden, dass
IGF-I nicht nur in der Leber der Tiere synthetisiert wird, sondern auch von den wach-
senden Geweihen selbst (Kierdorf et al. 2009). Es folgt die Mineralisierung und somit
die Aushartung der Geweihstangen. Wahrend des Sommers steigt der Testosteronle-
vel in Abhéangigkeit der Photoperiode kontinuierlich an und I6st in der Zeit von Juli bis
August das Abfegen des Bastes und des Periosts, unter denen sich der blanke Kno-
chen befindet, aus (Rolf und Fischer 1996; Kierdorf H und Kierdorf U 2011; Price et al.
2005). Es wurde seit langerem vermutet, dass es sich bei der Geweihregeneration um
einen auf Stammzellen basierenden Prozess handelt (Kierdorf et al. 2007; Kierdorf et
al. 2003; Li et al. 2005; Li 2012). 2008 gelang es Rolf et al. als erste, Zellen aus dem
RP und verschiedenen weiteren Lokalisationen des wachsenden Geweihs als positiv
fur die Oberflachenmarker STRO-1, CD271, CD133 zu charakterisieren und damit als
mesenchymale Stammzellen zu definieren. STRO-1 ist ein spezifischer, monoklonaler
Antikorper, der als Oberflachenmarker fir MSZ und Progenitorzellen dient (Dennisa et
al. 2002, Rolf et al. 2008). Rolf et al. zeigten weiterhin, dass das Differenzierungspo-
tential der STRO-1-positiven Zellen nicht nur auf die osteogenen und chondrogenen
Zelllinien beschrankt ist. In vitro kénnen sie unter entsprechenden Bedingungen zu-
satzlich in Adipozyten differenzieren, die im Hirschgeweih im Gegensatz zu den langen

Rohrenknochen nicht vorkommen. STRO-1-positive Stammzellen stellen also wenigs-
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tens tripotente MSZ/Progenitorzellen dar (Rolf et al. 2008). Es wird angenommen, dass
sich die MSZ bzw. die Progenitorzellen in dem RP in sogenannten Stammzellnischen
organisieren, die man bereits aus anderen Geweben adulter Saugetiere kennt, wie
etwa dem Knochenmark, dem neuronalen Gewebe oder bei Haarfollikeln. Dabei han-
delt es sich um komplexe anatomische Gebilde, die als Reservoir fiur die MSZ fungie-
ren. In der unmittelbaren Umgebung dieser Nischen bildet die Ansammlung verschie-
dener differenzierter Zellen ein spezielles Milieu an extrazellularer Matrix und Faktoren,
um die spezifischen Eigenschaften der Stammzellen aufrechtzuerhalten (Fuchs et al.
2004). Die Signalfaktoren, die von der Nische ausgehen, regulieren die Selbsterneue-
rung und somit die Erhaltung der Population. Die Stammzellen und die umgebenden
unterstitzenden Stromazellen stehen in einer speziellen rdumlichen Beziehung zuei-
nander. Die Stromazellen kdnnen die MSZ so polarisieren, dass sie fir die asymmetri-
sche Zellteilung, bei der die Progenitorzellen entstehen, optimal ausgerichtet sind.
Durch Adhasion und die extrazellulare Matrix sind die MSZ innerhalb der Nische ver-
ankert (Jones und Wagers 2008). Obwohl mesenchymalen Stammzellen im RP nach-
gewiesen wurden, blieb ungeklart, wie ein derart rapides Wachstum, das selbst embry-
onales Wachstum in den Schatten stellt, zustande kommen kann. Li (2012) erwog eine
erhohte Telomeraseaktivitat und die Expression von Nucleostemin als mogliche Fakto-
ren. Das Enzym Telomerase wird unter anderem mit einer erhdhten Selbsterneue-
rungsrate in Verbindung gebracht, wahrend die Expression von Nucleostemin als Re-
gulator der Stammzellproliferation gesehen wird. Dies blieb jedoch nur eine hypotheti-

sche Erklarung.

Aufgrund des Nachweises der stammzellbasierten Geweihregeneration stellt sich wei-
terhin die Frage, welche Rolle die Transkriptionsfaktoren, die in anderen Organismen
essentiell fur die Aufrechterhaltung der Stammzellpopulation und deren charakteristi-
sche Eigenschaften sind, in den Stammzellen des Rosenstockperiosts und fur das
Geweihwachstum spielen. Von besonderer aktueller Relevanz sind die Transkriptions-
faktoren Oct4, c-Myc, Sox2, Nanog und KiIf4. Es ist bekannt, dass diese Faktoren nicht
nur entscheidenden Einfluss auf die Embryonalentwicklung und die Pluripotenz von
Stammzellen haben, sondern dartiber hinaus auch in der Lage sind, in somatischen
Zellen von Saugetieren Pluripotenz zu induzieren (Rodolfa und Eggan 2006; Park et al.
2007; Takahashi et al. 2007). Oct4 nimmt dabei eine Schlisselrolle ein; es wird als
wichtigstes regulatorisches Gen fiur die Aufrechterhaltung der Pluripotenz wahrend der
Embryonalentwicklung und als Determinante bei der Reprogrammierung von somati-
schen Zellen angesehen (Li et al. 2010). Wahrend einige Transkriptionsfaktoren mitt-
lerweile durch niedermolekulare Verbindungen ersetzt werden konnten, scheint Oct4
essentiell zu sein (Li et al. 2010). Untersuchungen zeigten, dass Oct4 sogar alleine

humane neuronale Stammzellen reprogrammieren kann (Kim et al. 2009 a).
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass das rasante Knochenwachstum bei der
jahrlichen Geweihregeneration ein ideales osteologisches Forschungsmodell darstellt.
Die Entschlisselung der Mechanismen, die dies ermdglichen, bringt unserer Meinung
nach wichtige neue Erkenntnisse und Mdéglichkeiten im Bereich der regenerativen Me-

dizin und des Tissue Engineering.

1.1 Zielsetzung

Die zentrale Frage der vorliegenden Arbeit ist daher, ob die von Rolf et al. 2008 fur die
Geweihregeneration als wichtig erkannten STRO-1-positiven mesenchymalen Stamm-
zellen des Rosentockperiosts die Transkriptionsfaktoren Oct4, c-Myc, Sox2, Nanog
und Klf4 exprimieren und ob sich diese Faktoren ebenfalls in den STRO-1-negativen
Zellen nachweisen lassen. Um dies zu klaren, erfolgte eine molekularbiologische Un-
tersuchung der Expressionsmuster der STRO-1-positiven und -negativen Rosenstock-
periostzellen (RPZ) der Primarkultur. Es sollte weiterhin dargelegt werden, ob die Kul-
turdauer und die Wahl des Nahrmediums Einfluss auf das Expressions- und Proliferati-
onsverhalten der RPZ haben. Da Oct4 als Mastergen eine besondere Rolle einnimmt,
sollte das Vorkommen des Oct4-Proteins in den STRO-1-positiven mesenchymalen
Stammzellen eingehender untersucht werden. Im Mittelpunkt stand dabei die Frage, zu
welchen Zeitpunkten das Protein in den Zellen nachzuweisen ist und ob Oct4-

Konzentration und DNA-Methylierung korreliert sind.
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2 Material und Methoden

Die verwendeten Gewebeproben stammen von einem etwa vierjahrigen adulten Dam-
hirsch (Cervus dama) aus dem Gehege ,Am Kehr* des Forstamts Gottingen. Aufgrund
einer notwendigen Bestandsreduzierung wurde das Tier zu Beginn der jahrlichen Re-
generationsphase weidgerecht erlegt und die Rosenstdcke des Tieres unserer Arbeits-
gruppe zur Verfugung gestellt. Die Proben wurden unmittelbar nach dem Erlegen ent-
nommen, gekdhlt und umgehend unter sterilen Bedingungen in das Labor tberfuhrt.
Mit Hilfe von Einmal-Skalpellen wurden — ebenfalls unter sterilen Bedingungen — die
Basthaut/Haut und das darunterliegende Bindegewebe vorsichtig entfernt. Das jeweili-
ge Gewebe (Spongiosa und Periost) wurde stlickchenweise mit Skalpell und Pinzette
prapariert bzw. aus dem Knochengewebe geldst, in 1-2 mm groRe Stlickchen geteilt
und sofort in sterile Petrischalen Uberfiihrt. Anschlie@end wurde das entsprechende
Nahrmedium hinzugegeben und die Petrischalen in den Inkubator tberfihrt. Es wurden
Proben des Periosts, der Wachstumszone und der Spongiosa der Rosensttcke sowie

der Spongiosa und des Periosts aus dem Bereich der Tibia bearbeitet.

2.1 Versuchsaufbau

Es erfolgte zunachst die Anzucht der Priméarkultur und die In-vitro-Expansion der Ro-
senstockperiostzellen (RPZ). Da bislang nur wenig Uber die Kultivierung dieser Zellen
bekannt war, entschieden wir uns dazu, die Proliferation und die Anteile von STRO-1-
positiven und -negativen Zellen von zwei Kulturansatzen mit unterschiedlichen Nahr-
medien zu vergleichen. Die eine Hélfte des RP-Gewebes wurde in DMEM Kkultiviert, die
andere in NH-Medium. Die Gewebestlicke verblieben so lange in den Kulturgefal3en,
bis ein konfluentes Zellwachstum erreicht war. Erst dann wurden sie in heue Gefalle
Uberfuhrt. Die Kulturdauer variierte daher und betrug zwischen fuinf und 12 Tage. Die-
ser Vorgang wiederholte sich insgesamt 14 Mal. Die im Kulturgefal3 verbliebenen Zel-
len wurden, wie im Folgenden beschrieben, gezahlt und nach dem Oberflachenmarker
STRO-1 sortiert. AnschlieRend wurde in allen STRO-1-positiven und -negativen RPZ
durch RT-PCR und Gelelektrophorese die Expression der Transkriptionsfaktoren Oct4,
c-Myc, Sox2, Nanog und Klf4 untersucht.

Im zweiten Versuch wurde die Oct4-Expression immunhistochemisch untersucht. Dafir
wurden STRO-1-positive Zellen nach der Sortierung 24 h, 48 h, 72 h, 96 h und 144 h
inkubiert, immunhistochemisch mit den Fluoreszenzfarbstoffen DAPI und Cy5 gefarbt
und mikroskopische Fluoreszenzaufnahmen angefertigt. Die Intensitaten der Fluores-
zenzfarbstoffe, die den Zellkern und das Oct4-Protein anfarben, wurden gemessen und

die Ergebnisse statistisch ausgewertet.
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2.2 Zellkultur

Die Anzucht der Zellen erfolgte aus dem steril praparierten Rosenstockperiost in Pet-
rischalen. Dabei wurde das fir mesenchymale Stammzellen etablierte Dulbecco’s-
Modified-Eagle’s-Medium (DMEM) verwendet. Parallel dazu wurde die zweite Kultur
unter gleichen Bedingungen, aber in einem speziellen Proliferationsmedium fir nicht-
hamatopoetische Stammzellen von Miltenyi Biotec (NH-Medium), in dem bereits fetales

Kalberserum (FKS) enthalten ist, angelegt.

1. 500 ml DMEM + 10% FKS + 2 % Gentamycin

2. 500 ml NH-Expansionsmedium + 2 %Gentamycin

Zur Expansion wurden die Zellen im Inkubator bei 37 °C und 5 % CO,-Begasung kulti-
viert. Der Zustand der Kulturen wurde regelmafig mikroskopisch Uberpruft und das
Nahrmedium dreimal woéchentlich gewechselt. Dabei wurde mit Hilfe einer Pasteur-
Pipette das alte Nahrmedium abgezogen, mit ca. 5 ml PBS gespilt und 15-20 ml neu-

es Nahrmedium dazugegeben.

Bei Erreichen einer Zellkonfluenz von circa 90 % wurden die Gewebestiickchen in
neuen Kulturschalen weiterkultiviert. Die verbliebenen Zellen wurden trypsiniert, ge-
zahlt und nach dem Oberflachenmarker STRO-1 sortiert. Dieser Vorgang erfolgte bei
beiden Zellkulturen insgesamt 14 Mal. Alle Arbeitsschritte fanden unter einer Sterilbank

statt.

2.3 Trypsinierung und Zellzdhlung

Um die Ausgangszellzahl zu ermitteln, wurde zunachst unter der sterilen Werkbank das
Medium nach leichtem Schwenken mit einer Pasteur-Pipette abgenommen. Der kon-
fluent gewachsene Monolayer wurde anschlieRend grindlich mit 5 ml PBS-Puffer ge-
spult, da Ruckstande des Nahrmediums die Trypsinwirkung beeintrachtigen konnen.
AnschlieBend wurde 1 ml Trypsin auf die Zellen pipettiert und diese 5-10 Minuten im
Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO,-Begasung inkubiert. Als nachster Schritt wurde
mikroskopisch kontrolliert, ob sich alle Zellen geldst und abgerundet hatten. Erst dann
wurde die Proteinasewirkung des Trypsins durch die Zugabe von 9 ml des jeweiligen
Nahrmediums gestoppt und die Zellsuspension in 50-ml-Gefal3e Uberfuhrt. Die Sus-

pension wurde zentrifugiert (1200 rpm bei 300g fur 5 min) und der Uberstand abge-
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saugt, um Trypsinreste zu entfernen. Schlief3lich wurden die Zellen im entsprechenden

Kulturmedium resuspendiert und gezahilt.

Fir die Zellzahlungen wurde der Casy®-Cell-Counter benutzt, der mittels elektronischer
Pulsflachenanalyse die Zahl der vitalen Zellen bestimmt. 100 pl der Zellsuspension
wurden zu 10 ml Casyton® gegeben und daraus die Zellzahl pro Milliliter bestimmt. Um
die absolute Zellzahl zu ermitteln, wurde die gemessene Zellzahl mit dem entspre-
chenden Faktor multipliziert. Alle Messergebnisse setzten sich aus drei Einzelmessun-
gen zusammen, so dass Mittelwerte und Standardabweichung ermittelt werden konn-
ten. Die erhobene Gesamtzellzahl war Ausgangspunkt fir die weiteren Sortierungen

nach den jeweiligen Oberflachenmarkern.

2.4 Zellsortierung mit MACS®

Fur die Sortierung der Zellen nach den Oberflachenmarkern wurde das Magnet-
Sortiersystem MACS® Cell Seperator der Firma Miltenyi Biotec verwendet. Bei diesem
System werden die Zielzellen mit den jeweiligen Primar-Antikdrpern angefarbt, an die
wiederum in einem zweiten Schritt die Sekundar-Antikérper, die MACS MicroBeads,
gekoppelt werden. Die MicroBeads enthalten einen Anteil magnetischen Materials. Die
Zellsuspension wird auf beschichtete Saulen gegeben, die sich in einem starken Mag-
netfeld befinden. Die nicht-markierten Zellen durchlaufen die Saule ungehindert, wah-
rend die markierten Zellen in der Saule héangen bleiben. Werden die Saulen aus dem

Magnetfeld entfernt, lassen sich die positiven Zellen leicht herausspulen.

Vor der Sortierung nach dem Oberflachenmarker STRO-1 wurden die RPZ zunéchst
wie oben beschrieben abgeldst und gezahlt. Anschlielend wurden sie mit PBS-Puffer
gewaschen, in der Zentrifuge pelletiert und in 200 pl PBS-Puffer resuspendiert. Bei bis
zu 2x10° Zellen wurden 4 pl STRO-1-Antikérper hinzugegeben und diese anschlieRend
30 min im Kihlschrank inkubiert. Danach folgte erneut das zweimalige Waschen der
RPZ mit MACS-Puffer und die Aufnahme der Zellpellets in 80 pl MACS-Puffer, zu de-
nen 20 pl des Sekundéarantikdrpers anti-mouse-lgM-Beads gegeben wurden. Nach
15 min Inkubationszeit bei 4 °C und wiederum zweimaligem Waschen der Zellen wur-

den die Zellen in 1 ml MACs-Puffer aufgenommen.

Die Zellsuspension wurde auf die in den Magneten eingespannten und mit 2 ml des
MACs-Puffers aquilibrierten LS-Saulen gegeben. Die LS-Saulen wurden mit 4 ml des
Puffers gespult, um die STRO-1-negativen Zellen herauszulésen. Um anschlieRend die
STRO-1-positiven Zellen aus der Saule zu spulen, wurde diese aus dem Magnetfeld

entfernt und zweimal mit jeweils 1 ml Puffer eluiert.
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2.5 Kryokonservierung

Die nicht sofort verwendeten Gewebeproben wurden auf Kryoréhrchen verteilt und mit
1 ml Einfriermedium versetzt. Das verwendete Einfriermedium setzte sich aus FKS und
10 % DMSO (Dimethylsulfoxid) zusammen. DMSO verhindert die Kristallbildung und
die damit verbundene Zerstérung der Zellmembranen und Dehydratation der Zellen.
Um die Zellen zu schonen, wurde der NALGENE® Cryo-Freezing-Container eingesetzt,
der eine konstante Abkihlrate von 1 °C/min ermdglicht. Nach 24 Stunden kontrollier-
tem Einfrieren im -80 °C Gefrierschrank konnten die Proben in Fllssigstickstoff bei
-180 °C gelagert werden. Die STRO-1-positiven und -negativen Zellen, die fir die mo-
lekularbiologischen Untersuchungen konserviert werden mussten, wurden in der Kihl-
zentrifuge pelletiert; der restliche Uberstand wurde abgenommen und bei -80 °C einge-

froren.

2.6 Immunzytochemische Farbung und Fluoreszenzmikroskopie

Die immunzytochemische Farbung wurde zur Detektion und Markierung von Oct4 in
den kultivierten STRO-1-positiven RPZ eingesetzt. Hierflir wurden die Zellen nach der
Sortierung zunéchst mit dem Nahrmedium in sogenannte Chamber-Slides Uberfuhrt
und bei 37 °C 24 h, 48 h, 72 h, 96 h oder 144 h inkubiert und anschlieBend mit 70 %
Ethanol fixiert. Nach mehrmaligem Spilen mit PBS-Puffer wurden sie mit eisgekihltem
Methanol fir 30 min bei -20°C permeabilisiert. Um das unspezifische Binden von Anti-
korpern zu vermeiden, wurden die Zellen nach erneutem Spulen mit PBS mit etwa 1 ml
PBS-Puffer + 0.3 % Triton X100 und 10 % Schweineserum blockiert (Inkubation:
20 min bei RT auf der Rittelplatte). Nach dem Abziehen des Puffers wurde 1:50 ver-
dunnter Primarantikérper (anti-human Oct-3/4, H-34: sc-9081, polyklonal, Santa Cruz
Biotechnology Inc.) zugegeben. Der Kontrollgruppe wurde hingegen nur Antikérper-

Diluent zugefiihrt. Die Inkubationszeit betrug mindestens zwei Stunden.

Vor dem Anfarben mit dem Sekundéarantikérper [Verdiinnung 1:100, Northern LightsTM
Anti-rabbit IgG-NL557 (NL004, R&D Systems)] wurden drei Waschschritte a finf Minu-
ten mit PBS-Puffer durchgefihrt. Nach 90 min Inkubation im Dunkeln und darauf fol-
gendem Waschen wurde die Kerngegenfarbung mit DAPI durchgefihrt; die Verdin-
nung von DAPI betrug 1:1000. Anschlie3end erfolgte die Inkubation fur zehn Minuten
im Dunkeln bei RT. Die gefarbten Praparate wurden mit einigen Tropfen Fluor Preserve
Eindeckmittel und Deckglaschen fixiert und mit dem Zeiss-Mikroskopsystem Axiovert
200M und der Zeiss-Axiovision-Software fluoreszenzmikroskopiert bzw. fotografiert. Die
Aufnahmen wurden mit einer hochauflésenden Schwarz/Weil3—-Kamera unter Verwen-

dung der entsprechenden Fluoreszenzfilter angefertigt und die Farben vom Computer-
8
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programm anhand der Grauwertunterschiede zugeordnet (Pseudokolorierung). Die
Messungen der Intensitaten wurden jedoch anhand der Grauwerte der originalen
Schwarz/Weil3—Bilder durchgefihrt (siehe 2.11).

2.7 Ermittlung Primer und RNA-Isolation

Aufgrund der verschiedenen bekannten Oct4-Transkriptvarianten, war es notwendig
vor Versuchsbeginn Primer zu finden, die spezifisch fur das als Pluripotenzfaktor wirk-
same Oct4A sind. Die Oct4-Sequenz von Cervus dama war bisher nicht bekannt. Es
wurden Primer gewahlt, die an die konservierten Abschnitte der bovinen und der hu-
manen Oct4-Sequenz binden. Neben den STRO-1-positiven RPZ des Damhirsches
und des Rothirsches wurden auch humane STRO-1-positive MSZ aus Kulturen von
Knochenmarkaspiraten verwendet, um zu zeigen, dass die Primer ebenfalls in der La-
ge sind, Oct4 in diesen Zellen zu detektieren. Dartiber hinaus wurde aufgrund der zwei
bekannten humanen Oct4-Transkriptvarianten darauf geachtet, dass die Primer fur
Exon 1 spezifisch ist, welches nur in Oct4A vorkommt. AnschlieRend wurde eine Se-
guenzanalyse bei Sequence Laboratories (Seglab, Goéttingen) durchgefuhrt, um die
Oct4-ldentitat zu tberprifen.

Um die Expression von Transkriptionsfaktoren wie Oct4 molekularbiologisch nachzu-
weisen, wurde aus den eingefrorenen Zellproben zundchst RNA gewonnen und an-
schlielRend cDNA synthetisiert. Die gesuchten Genabschnitte wurden mit Hilfe der Re-
verse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) amplifiziert und anschlie-
Rend gelelektrophoretisch aufgetrennt. Fir die Isolation der RNA aus den kultivierten
Zellen wurde das RNeasy-Mini-Kit der Firma Qiagen verwendet. Zur Lyse der Zellen
wurde 350 pl RLT-Puffer (bis zu 5x10° Zellen), der zuvor mit B-Mercaptoethanol verse-
hen wurde (10 pl/ml RLT), auf die Zellen gegeben und auf einem Schittler gemischt.
Das Lysat wurde auf eine QIAshredder-Saule gegeben und zwei Minuten bei hiéchster
Umdrehungszahl (10.000 rpm = 9300 g) zentrifugiert. Der Durchlauf wurde mit 350 pl
70 %igem Ethanol versetzt, durch Pipettieren gemischt, auf die RNeasy-Séule gege-
ben und 15 sec bei 10.000 rpm zentrifugiert. Dabei binden die RNA-Molekiile tber
Wasserstoffbriickenbindungen an die Silikagelmembran und bleiben in der Membran
hangen. Nach einmaligen Waschen mit 350 ul RW1 Puffer wurde fir den DNase-
Verdau 80 pl eines DNase | Mix (pro Ansatz wurde 10 pl DNase | mit 70 pl Puffer RDD
vorsichtig vermischt) auf die S&ule gegeben und 15 min bei RT inkubiert. Anschlie3end
wurde die Saule einmal mit 350 pl RW1-Puffer und zweimal mit 500 pl RPE-Puffer ge-
spult und jeweils 15 sec bei 10.000 rpm zentrifugiert. Um den restlichen Puffer und die
zellularen Bestandteile aus der Saule zu entfernen, wurde diese nochmals zwei Minu-
ten bei 10.000 rpm zentrifugiert. Im letzten Schritt wurde die RNA mit 30 il RNase frei-

em Aqua dest. aus der Saule in einem neuen Eppendorfcup eluiert und auf Eis gestellt.
9



Material und Methoden

Um die Konzentration der gewonnenen RNA zu bestimmen, wurde 1 pl des Eluats in
einer 1:100-Verdinnung mit RNase-freiem Wasser im Eppendorf-Photometer gemes-
sen. Das Ergebnis ist die Konzentration in pg/ml. Die Absorption wurde bei 260 nm fir
Nukleinsduren und bei 280 nm fir Proteine gemessen. Der Quotient dieser beiden

Werte erlaubt eine Aussage uber die Reinheit der gewonnenen RNA.

2.8 cDNA-Synthese und PCR

Die RNA wurde auf Grund ihrer Instabilitdt mit Hilfe der RT-PCR in cDNA umgeschrie-
ben und anschlieRend vervielfaltigt. Das Enzym Reverse Transkriptase, eine RNA-
abhangige DNA-Polymerase, bindet mit Hilfe eines Primers an den Poly-A-Schwanz
der RNA und synthetisiert einen cDNA-Strang, der mit dem RNA-Strang hybridisiert ist.
Der RNA-Anteil wird anschlieRend durch den RNase-H-Anteil abgebaut. Die Reverse
Transkriptase wird durch Erhitzen auf 85 °C denaturiert. Zum entstandenen cDNA-
Einzelstrang wird durch eine DNA-Polymerase der komplementére Strang synthetisiert.
Dieser cDNA-Doppelstrang, der durch die prozessierte RNA keine Introns mehr enthalt,
wird im weiteren Verlauf amplifiziert. Hierfur wurde das iScript-Kit der Firma BioRad
verwendet. Es kdnnen 100 fg bis 1 ug Gesamt-RNA pro Ansatz eingesetzt werden;
Ublicherweise wurde hier mit 200 ng gearbeitet, die auf 15 pl mit Nuclease-freiem Was-
ser verdinnt wurden. Dazu wurden 4 pl iScript-Mastermix sowie 1 ul der Reversen

Transkriptase gegeben.

Zur Herstellung der cDNA durchliefen die Reaktionsgemische folgende Schritte im Cyc-

ler:

25 °C: 5 min (Annealing)

42 °C: 30 min (reverse Transkription)
85 °C: 5 min (Denaturierung der RT)
4 °C: Hold

Die cDNA wurde bei -20 °C gelagert. Zur Detektion der Expression bestimmter Genab-
schnitte wurde eine analytische PCR der geernteten Zellen durchgefiihrt. Hierflr wurde
der GoTaq®-Green-Mastermix verwendet, eine gebrauchsfertige Losung, die die ther-
mostabile Tag-DNA-Polymerase, dNTPs, MgCl, und Reaktionspuffer enthalt. Der Mas-
termix enthalt auRerdem zwei Farbstoffe (blau und griin), welche die direkte Weiter-
verwendung und Uberwachung bei der Gelelektrophorese erlauben. Die spezifischen
Primer sind Tab. 1 zu enthehmen. Es handelt sich um Oligonukletide, die komplemen-
tar zum 3’- bzw. zum 5’-Ende des Zielgens sind.

10
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Der cDNA-Strang wurde zunachst bei 95 °C aufgeschmolzen (Denaturierung), wobei
die Wasserstoffbriickenbindungen aufbrechen und zwei Einzelstrange vorliegen. Im
nachsten Schritt wurden die Reaktionsgemische auf die spezifische Temperatur der
jeweiligen Primer abgekiihlt. Dies ermdglicht den Primern, sich an den komplement&-
ren Strang am 3-Ende anzulagern (Annealing). Die DNA-Polymerase kann sich an-
schlieRend an die Primerkomplexe anlagern und aus den Purinnukleotiden dATP und
dGTP sowie aus den Pyrimidinnukleitiden dTTP und dCTP den Zweitstrang synthetisie-
ren (Elongation). Da das Enzym aus einem thermophilen Bakterium stammt, liegt das

Arbeitsoptimum bei 72°C. Magnesium wurde als Kofaktor benétigt.

Pro Versuchsansatz wurde folgendes Reaktionsgemisch verwendet:

Tag-Green Mix 10 pl
Primer for. 1l
Primer rev. 1
H,O 7ul
Template 1l

PCR-Programm:

Initiale Denaturierung 2 min 95 °C
Denaturierung: 45 sec 95 °C
Annealing: 45 sec 53 °C
Elongation 45sec 72 °C
Hold 4°C

Anzahl der Zyklen: 35

Die PCR-Produkte wurden bei 4 °C gelagert.

2.9 Gelelektrophoretische Auftrennung der cDNA-Amplifikate

Die Gelelektrophorese ist eine relativ einfache Méglichkeit, die PCR-Produkte ihrer
GroRRe nach aufzutrennen und zu identifizieren. Die cDNA-Amplifikate wandern auf-
grund ihrer Ladung in dem Gel von Anode zu Kathode, wobei gré3ere Fragmente lang-
samer wandern als kleine. Es wurden Gelplatten aus Agarose verwendet. Die Agarose

11
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bildet dabei ein relativ groRporiges Netz (500 nm bei einprozentigen Gelen), das wie
ein molekulares Sieb wirkt und sich gut zur Trennung von DNA eignet. TBE-Puffer wur-
de mit 1,5 % Agarose in der Mikrowelle erhitzt, bis sich die Agarose vollkommen aufge-
I6st hatte. Die Ethidiumbromidlésung (1 mg/ml Ethidiumbromid) wurde nach dem Ab-
kihlen des Gels auf etwa 40 °C dazugegeben. Anschlieend konnte das Gel gegossen
werden. In der Gelelektrophoreseapparatur wurde das Gel vollstdndig mit TBE-Puffer
bedeckt. Die Slots wurden mit jeweils 10 pl des DNA-Mix beflllt; in das erste und letzte
Slot wurden je 5 ul einer Referenz-DNA (Ladder mit 100 bp) gegeben. Die Spannung
betrug 120 mA und wurde solange angelegt, bis die Banden aufgetrennt waren. Zur
Darstellung der RNA-Expression wurde das Analysesystem BioDocAnalyze der Firma
Biometra GmbH, Gottingen, Deutschland verwendet. Unter der Dunkelhaube wurden
mittels UV-Licht-Anregung die fluoreszierenden Banden auf dem Gel sichtbar gemacht
und fotografiert. Im Verhéltnis zu den GAPDH-Banden (Kontrollen) liefert die relative
Intensitat der Banden einen Hinweis auf die Expressionsstarke der jeweiligen Zielprote-

ine in den Zellen.

Tab. 1 Primersequenzen

Marker Sequenz Bp Temperatur
GAPDH for. 5-CGAGATCCCTCCAAAATCAA-3' 216 60 °C
GAPDH rev. 5-GGAGGCATTGCTGATGATCT-'3 216 60 °C
Oct4 h+b for. 5-CTGGGTTGATCCTCGGACCT-3' 335 50 °C
Oct4 h+b Il rev. 5-TGATGTCCTGGGACTCCTC-3' 335 50 °C
Sox2 Il for. 5-ACGTGAGCGCCCTGCAGTAC-3' 340 60 °C
Sox2 Il rev. 5-AAGGGCAGTGTGCCGTTAATG-3 340 60 °C
c-Myc h+b for. 5-TACTGCGACGAGGAGGAGAA-3' 330 60 °C
c-Myc h+b Il rev. 5-ACAGTCCTGGATGATGATGT-3' 330 60 °C
Nanog h+b for. 5-CCATGGATCTGCTTATTCAGG-3' 275 56 °C
Nanog h+b Il rev. 5-CATTCTCTGGTTCTGGAACC-3 275 56 °C
Klf4 h+b for. 5-AAGGGAGAAGACACTGCGTC-3 565 56 °C
KIf4 h+b Il rev. 5-CTGCTGCGGCGGAATGATCA-3 565 56 °C

2.10 Co-Kultivierung der STRO-1-positiven RPZ mit Oct4-Promotorzellen

Um zu klaren ob es zu einer Oct4-Ubertragung zwischen den RPZ kommt und ob diese
Ubertragung in der Empfangerzelle eine funktionelle Konsequenz nach sich zieht wur-

den die STRO-1-positiven RPZ zusammen mit embryonalen Oct4-Kontroll-

12
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Mausfibroblasten (MEF=Mouse embryonic fibroblast) kultiviert. In den MEF wird die
GFP-Expression von einem endogenen Oct4-Promoter kontrolliert und so die Expres-
sion von Oct4 mit der Expression des grin fluoreszierenden Proteins (GFP) gekoppelt.
Im Falle einer Ubertragung des Oct4-Proteins sollte in den Empfangerzellen eine griine
Fluoreszenz nachgewiesen werden (Stemgent™ Oct4-GFP MEF, Miltenyi Biotec Inc.,
Bergisch Gladbach, Germany). Die Oct4-GFP-MEF wurden zunachst entsprechend der
Herstellerempfehlung in MEF-Kulturmedium (Stemgent™, San Diego, USA) fiir 6 Wo-
chen kultiviert um eine bereits bestehende GFP-Expression auszuschlieen. Danach
wurden die Oct4-GFP-MEF trypsiniert, in 4-Well-Chamber-Slides der Firma Lumox®
Uberfihrt und mit NH-Medium Gber Nacht im Inkubator kultiviert. AnschlieRend wurden
die STRO-1-positiven RPZ in einem Verhdltnis von 7:1 (STRO-1-pos. RPZ/Oct4-GFP
MEF-Zellen) hinzugefigt. Da nur etwa 10% der STRO-1-positiven RPZ eine eindeutige
Oct4-Farbung auflerhalb des Nukleus und in den Zell-zu-Zellverbindungen zeigten
wurden zusatzliche RPZ hinzugefihrt um die Chance eines Oct4-Transfers zu erho-
hen. Um eine anderweitige Ubertragung von Oct4, zum Beispiel Uiber sezernierte Exo-
somen oder durch andere Transporter von Membran- bzw. Zytosolbestandteilen wei-
testgehend ausschlielRen zu kénnen, wurde eine Kontrollkultur mit den Oct4-GFP-MEF
und den Uberstanden der STRO-1-positiven RPZ-Kultur angelegt. Fur den Kontrollver-
such wurden die Kulturiberstdnde der STRO-1-positiven RPZ zwischen 0-48 h und 48-
120 h Kulturdauer gesammelt und mit 300 g ftr 10 min und anschlieBend 1200 g fur 10
min zentrifugiert. Dieses Vorgehen basiert auf einem Protokoll welches zur Gewinnung
von Exosomen dient und von verschiedenen Autoren publiziert worden ist (Caby et al.
2005, Koga et al. 2005). AnschlieRend wurden die Uberstande mit neuem NH-
Expansionsmedium in einem Verhaltnis von 1:1 vermischt. Die initial fir 24 h in NH-
Expansionsmedium kultivierten Oct-4-GFP-MEF wurden mit PBS-Puffer gewaschen
und das vorbereitete Kulturmedium hinzugegeben. Wahrend der Kulturdauer von 120 h

wurde die GFP-Expression in den Zellen kontrolliert.

2.11 Auswertung der Ergebnisse

Die erhobenen Daten wurden mit Hilfe der Software-Programme Microsoft Excel
(Microsoft Corporation, Redmond, USA) und SigmaPlot der Firma Systat Software Inc.,
Richmond, CA, USA gesammelt, verarbeitet und ausgewertet. Fir die gemessenen

Zellzahlen wurden Mittelwerte und Standardabweichungen ermittelt.

Die Messungen der Cy5- und DAPI-Fluoreszenzen der STRO-1-positiven RPZ aus
dem NH-Medium erfolgten mit Hilfe des Programms SigmaScan Pro 5 (Systat Software
Inc., Richmond, CA, USA). Um die Intensitdten der Fluoreszenzfarbungen exakt mes-

sen zu konnen, wurden die digitalen Aufnahmen vom Zeiss-Format ZVI in das
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Tiff-Format konvertiert. Dabei wurden der DAPI-Kanal fur die Kernfarbung und der
Cy5-Kanal fiur die Oct4-Anfarbung getrennt konvertiert. Nach dem Kalibrieren wurden
die DAPI- und Cy5-Flachen der Tiff-Dateien durch die Uberlagerung eines binaren Bil-
des festgelegt und ausgemessen. Dieser Schritt erfolgte fir jeden der beiden Kanéle
einzeln. Zuvor wurden die Schwellenwerte des zu messenden Bereichs festgelegt;
jedem Pixel wurde bei der Messung ein Grauwert zwischen 0 und 255 zugeordnet,
wobei Schwarz dem Wert 0 und Weil3 dem Wert 255 entsprach. Auf diese Weise wur-
den die Flache, die totale Intensitat, die durchschnittliche Intensitat und der Shape-
Faktor, der ein dimensionsloses Maf3 zur numerischen Beschreibung der Form eines

Partikels darstellt, errechnet und anschlieBend in Bezug zueinander gesetzt.
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3 Ergebnisse

Fur die Aufrechterhaltung der stammzelltypischen Eigenschaften in mesenchymalen
Stammzellen, die Sicherung der Zellpopulation sowie die induzierte Pluripotenz sind
Transkriptionsfaktoren (TF) wie Oct4, c-Myc, Sox2, Nanog und Klf4 von besonderer
Bedeutung (Rodolfa und Eggan 2006; Park et al. 2007; Takahashi et al. 2007). In der
vorliegenden Arbeit wurde der Versuch unternommen, die Beziehung zwischen der
Ausbildung des Oberflachenmarkers STRO-1 und der Expression dieser TF in mesen-
chymalen Stammzellen des RP darzulegen. Untersucht wurden das Proliferations- und
Expressionsverhalten der STRO-1-positiven und -negativen RPZ sowie das Verhalten
und die Veranderung der Oct4-Expression und der DNA-Methylierung in den STRO-1-

positiven RPZ im zeitlichen Verlauf.

3
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Abb. 1 Mikroskopische Aufnahme der RPZ in NH-Medium a und DMEM b nach dem
zweiten Umsetzen der Gewebestuckchen und anschlieRender viertagiger Kultivierung.
Zellzahl, Morphologie und Zelldichte unterscheiden sich bereits deutlich voneinander.
Die DMEM-Kultur zeigt dariiber hinaus ein deutlich heterogeneres Zellbild. Bild ¢ zeigt
ein Gewebestiick und die auswachsenden Zellen im NH-Expansionsmedium wéhrend
der Gewebepassage VIII nach zwei Tagen in Kultur. Abbildung d zeigt die Zellen der
DMEM-Kultur im Varel-Kontrast, der einen dreidimensionalen Eindruck der Zellkultur
ermaoglicht.
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Abb. 2 Proliferation und Anzahl der STRO-1-positiven und STRO-1-negativen Zellen
im NH-Medium wahrend der 14 Gewebepassagen. Dargestellt ist a) die absolute Zell-
zahl, b) der relative Anteil der STRO-1-positiven Zellen und c) die zeitabhéngige, ku-
mulative Zellzahl der 14 Passagen sowie deren Regressionsdaten. Die Gewebebrock-
chen befanden sich zwischen finf und 12 Tage im Kulturmedium. Bei den Gewebe-
passagen zwei, vier, sechs und sieben wurde keine STRO-1-Sortierung der Zellen vor-
genommen.
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Abb. 3 Proliferation und Anzahl der STRO-1-positiven und STRO-1-negativen Zellen
im DMEM wahrend der 14 Gewebepassagen. Dargestellt ist a) die absolute Zellzahl, b)
der relative Anteil der STRO-1-positiven Zellen und c) die zeitabhangige, kumulative
Zellzahl der 14 Passagen sowie deren Regressionsdaten. Die Gewebebrockchen be-
fanden sich zwischen funf und 12 Tage im Kulturmedium. Bei den Gewebepassagen

zwei, vier, sechs und sieben wurde keine STRO-1-Sortierung der Zellen vorgenom-
men.
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3.1 Zellexpansion von STRO-1-positiven und -negativen RPZ

Die Gewebeproben aus dem Rosenstockperiost wurden zur Anzucht der Priméarkultur
in kleine Stiickchen mit einem Durchmesser von ca. 1mm zerschnitten und in Kulturge-
faken mit den Nahrmedien versetzt. Sobald die aus den Gewebestiickchen auswach-
senden RPZ ein konfluentes Wachstum erreichten, wurden die Gewebestliickchen in
neue Kulturgefal3e umgesetzt und weiter kultiviert. Insgesamt wurden so 14 Gewebe-
passagen durchgefihrt, um die Proliferationspotenz der STRO-1-positiven und -
negativen RPZ zu testen. Mit den in den Kulturgefal3en verbliebenen Zellen wurden die

weiteren Untersuchungen durchgefihrt.
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Anzahl der Gewebepassagen

Abb. 4 Dargestellt ist die durchschnittlich ausgewachsene Zellzahl pro Kulturtag im
NH- und im DMEM. Zum Zeitpunkt der Gewebepassagen wurden die Gewebepartikel
in neue KulturgefalRe umgesetzt und die ausgewachsenen Zellen gezahlt. Die Kultur-
dauer betragt zwischen finf und 12 Tage.

Die Zellen beider Kulturanséatze zeigten eine fibroblastenahnliche Morphologie, wobei
die RPZ im DMEM eine eher kompakte, abgerundete oder dreieckige Zellform besa-
Ben und die Zellen im NH-Medium meist langlicher waren und haufiger ausgepragte
Zellfortsatze hatten. Dariliber hinaus wies die DMEM-Kultur ein sehr viel heterogeneres
Zellbild auf; die Zellen variierten stark in GréR3e und Form und prasentierten ein lang-
sameres Zellwachstum mit weniger Koloniebildung als im NH-N&hrmedium. Im Laufe
der Kulturzeit bildeten die plastikadhdrenten RPZ beider Kulturen einen fiir mesen-
chymale Stammzellen typischen Zellrasen. Die Proliferationsraten der beiden Zellpopu-
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lationen unterschieden sich deutlich voneinander. Abb. 2 und 3 zeigen das Zellwachs-
tum beider Kulturansatze im Vergleich. In den Abb. 2a und 3a sind die jeweils gemes-
senen Zellzahlen als absolute Zahlen zum Zeitpunkt der Gewebepassagen dargestellt.
Die Kultivierungsdauer, die zwischen funf und 12 Tage betrug, ist kumulativ dargestellt.
Zum ersten Messzeitpunkt nach 12 Kulturtagen lagen die Zellzahlen des
NH-Nahrmediums mit 2,61x10° Zellen und des DMEM-N&hrmediums mit
2,67x10° Zellen dicht beieinander. Zu den darauffolgenden Messzeitpunkten generierte
das Rosenstock-Periostgewebe im NH-Medium bis zur dreizehnten Gewebepassage
(= 95 Kulturtage) steigende Zellzahlen. In der NH-Kultur war die 13. Gewebepassage
der Zeitpunkt der maximalen Proliferationsrate mit 1,79x10° Zellen pro Kulturtag und
insgesamt 14,28x10° Zellen. Im Vergleich dazu war das Maximum der Zellproliferation
im DMEM-Nahrmedium bereits zum Zeitpunkt der vierten Gewebepassage erreicht.

Hier betrug die gemessene Zellzahl 5,48x10° Zellen und die maximale Proliferationsra-

te 7,83x10° Zellen pro Kulturtag. Danach fiel die Zahl der auswachsenden Zellen in

diesem Medium auf Werte zwischen 1,95 und 3,15x10° Zellen ab.
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Anzahl der Gewebepassagen

Abb. 5 Dargestellt ist die durchschnittlich ausgewachsene absolute Zellzahl pro Kultur-
tag von STRO-1-positiven Zellen im NH- und im DMEM-Nahrmedium bis zum Zeit-
punkt der jeweiligen Gewebepassage.

Die kumulierten absoluten Zellzahlen in Abh&ngigkeit der Kulturdauer (in Tagen) im
NH- und im DMEM-N&hrmedium wurden in den Abb. 2c und 3c veranschaulicht. Die

jeweiligen Zeitpunkte der Gewebepassage wurden durch die Punkte C1 bis C14 mar-
19

Mw



Ergebnisse

kiert. Die Regressionsgerade der Zellzahlen aus der NH-Kultur zeigte eine signifikant
grolBere  Steigung; die Gesamtzellzahl zum 14. Messzeitpunkt betrug
113,55x10° Zellen, in der DMEM-Kultur waren es hingegen lediglich 31,87x10° Zellen.
Die Zellproliferation unterlag einer streng linearen Funktion. Die Zuwachsrate der Zel-
len lie sich dabei durch zwei verschiedene Methoden errechnen; entweder aus der
Steigung der Regression der kumulierten Zellzahl in Abb. 2c und 3c oder aus dem
Mittelwert der pro Tag errechneten Zuwachsraten, die in Abb. 4 dargestellt werden.
Abb. 4 zeigt den direkten Vergleich der durchschnittlich pro Tag erzielten Zuwachsrate
der Zellen bis zum Zeitpunkt der Passage der Gewebeteilchen. Diese unterschiedlich
errechneten Werte waren innerhalb des jeweiligen Mediums weitestgehend gleich. Als
Steigung der Regression der kumulierten Zellzahl ergab sich fir das NH-Medium eine
tagliche Zuwachsrate von 1,26x10° Zellen und anhand der Mittelwerte ein Zuwachs
von 1,15x10° Zellen. Fir das DMEM betrug die Steigung der ersten Ableitung der Re-
gression 0,34x10° bzw. 0,32x10° Zellen als errechneter Mittelwert. Dies entsprach nur
etwa einem Viertel der Zuwachsrate der Zellen des NH-Mediums. Das unterschiedliche
Proliferationsverhalten der Zellen in den beiden Nahrmedien wurde hier besonders
deutlich. Obwohl die RPZ beider Kulturen zu Beginn der Kulturzeit dhnliche Zellzahlen
aufwiesen, prasentierten die RPZ des NH-Nahrmediums ein deutlich héheres Prolifera-
tionspotential mit bis zu 20-fach hoheren Zellzahlen. Abb. 5 zeigt die absoluten Zahlen
der STRO-1-positiven Zellen beider N&dhrmedien pro Kulturtag bis zum Zeitpunkt der
jeweiligen Gewebepassage. Die gemessenen Zellzahlen des NH-Nahrmediums uber-
stiegen die des DMEM-Nahrmediums zu jedem Messzeitpunkt. Ab dem achten Mess-
zeitpunkt divergierten die Zellzahlen besonders stark. Simultan zur Gesamtproliferation
erreichten die STRO-1-positiven Zellen aus dem NH-Medium zum 13. Messzeitpunkt
mit 2,48x10° Zellen ihr Maximum, wahrend die maximale Anzahl von STRO-1-positiven
Zellen in der DMEM-Kultur zum dritten Messzeitpunkt mit 1,10x10° Zellen gemessen
wurde. Abb. 2b und 3b zeigen, dass der relative Anteil an STRO-1-positiven Zellen im
DMEM-Nahrmedium bei zehn von 13 Messungen signifikant héher war als im
NH-Nahrmedium. Trotz der hdheren absoluten Zellzahl im NH-Medium betrug der
durchschnittliche Anteil der STRO-1-positiven Zellen nur 21,07+ 8,27 %, im DMEM
hingegen 30,9+13,11 %. Der hochste relative Anteil an STRO-1-positiven Zellen in der
DMEM-Kultur fand sich zum Zeitpunkt der achten Gewebepassage mit 49,29 %. Die
NH-Kultur brachte hingegen zum Zeitpunkt der ersten Passage mit 38,91 % den grof3-
ten relativen Anteil STRO-1-positiver Zellen hervor. Die Expansionsversuche zeigten,
dass die Proliferationstendenz im NH-Expansionsmedium deutlich héher war als im
standardisierten DMEM. Dementsprechend war auch die absolute Zahl an STRO-1-
positiv markierten Zellen in diesem Medium hdher, wenngleich der relative Anteil der
STRO-1-positiven Zellen im DMEM héher war.
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3.2 Expression von Transkriptions- und Pluripotenzfaktoren

Die molekularbiologische Aufarbeitung und Untersuchung sollte Aufschluss tber die
Expression der Transkriptionsfaktoren Oct4, Sox2, c-Myc, Nanog und Kfl4 in den
RPZ geben. Insbesondere die Unterschiede von STRO-1-positiven- zu STRO-1-
negativen Zellen im NH- und DMEM-N&hrmedium waren von Interesse. Darlber hin-
aus sollte die Verdnderung der Expression im zeitlichen Verlauf, also in den verschie-

denen Gewebepassagen Uber den Zeitraum von 102 Kulturtagen, dargestellt werden.

Neben der immunzytochemischen Farbung von STRO-1 und Oct4 (Abb. 6a) konnte
mit dem vorher ermittelten, passenden Oct4-Primer in allen Proben (Cervus dama,
Cervus elaphus, humane MSC) ein PCR-Fragment von 335 bp detektiert werden (Abb.
6b). Nach einer Sequenzierung der ausgeschnittenen Banden zeigte sich bei den
Damwild-Proben eine bis zu 98%ige Ahnlichkeit zu der bovinen Oct4-Sequenz und

eine bis zu 78%ige Ahnlichkeit zu der humanen Oct4-Sequenz.
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Abb. 6 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme und RT-PCR-Analyse der Oct4-
Expression STRO-1-positiven Zellen der Wachstumszone des Rosenstockperiostes
vom Damhirsch. a) Die Aufnahme zeigt die Immunfluoreszenzfarbung STRO-1-
positiver Zellen (primér Antikoérper: anti-human STRO-1 MAB 1038, R&D Systems,
1:50; sekundar Antikorper: FITC Goat anti Mouse IgG/IgM, BD Pharmingen, Germany,
1:100) im Bereich der Zelloberflache (griine Pseudokolorierung) und von Oct4 (rote
Pseudokolorierung) in den Zellkernen, die mit Hoechst 33342 gegengefarbt wurden. Im
Bild b) sind die Gelbanden der Oct4-Expression STRO-1-positiver Zellen aus dem Ro-
senstockperiost vom Damhirsch und im Vergleich dazu auch die Expressionen ver-
gleichbarer Rothirschzellen sowie von STRO-1-positiven humanen Knochenmarkzellen
aus Beckenkamm-Biopsien zu sehen. Die PCR dieser Proben ergab Banden, die Oct4
(335 bp) reprasentieren. Aus den gewonnenen Banden wurden Sequenzanalysen
durchgefiuihrt, die eine hohe Homologie mit Oct4 bestatigten. Die Primer wurden bei
den weiteren Versuchen verwendet (Abb. 6a und b sind bereits veréffentlichte Auf-
nahmen, doi:10.1371/journal.pone.0032287.g001 und g003)
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Abb. 7 Dargestellt ist die Expression der funf Transkriptionsfaktoren Oct4, c-Myc,

Sox2, Nanog und KiIf4 in den STRO-1-positiven und -

negativen RPZ der Passagen
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eins bis dreizehn (I-XIll) im Vergleich. Die Primarkulturzellen wurden parallel in NH-
und DMEM Kkultiviert. Die Passagen vier und sechs wurden nach anderen Oberfla-
chenmarkern sortiert und sind daher nicht abgebildet. Die Originalabbildungen mit Ne-

gativkontrollen sind im Anhang ab Seite 58 zu finden.

Der Referenzmarker, das Enzym Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH), wurde in allen Proben annéhernd gleich exprimiert (siehe Seite 57). Die Ne-
gativkontrolle mit H,O zeigte keinerlei Banden. Abb. 7 zeigt die PCR-Analyse und die
anschliel3end durchgefiihrte Gelelektrophorese der Gewebepassagen eins bis 13 (I-
XIIN). In horizontaler Ausrichtung ergeben sich die Banden der Transkriptionsfaktoren
Oct4, c-Myc, Sox2, Nanog und Kfl4. Die jeweiligen Passagen sind untereinander an-
geordnet. Die Transkriptionsfaktoren c-Myc und Sox2 wurden in einem Grofteil der
geernteten Zellpopulationen exprimiert. Dabei wurde das Protoonkogen c-Myc von den
Zellen im DMEM, insbesondere von den STRO-1-negativen RPZ, in geringerem Aus-
mald exprimiert als von den Zellen in der NH-Kultur. Fir Sox2 war hingegen kein Un-
terschied zwischen den beiden N&hrmedien evident. Sowohl in STRO-1-positiven als
auch in STRO-1-negativen Zellen beider Medien wurde Sox2 in vergleichbarem Aus-
mald exprimiert. Die Banden wurden jedoch mit zunehmender Kulturdauer deutlich
schmaler, obgleich die Zellzahlen im NH- und DMEM bis zur 12ten bzw. 13ten Passa-
ge anstiegen. Die Bandenbreite korreliert demnach nicht oder nur bedingt mit der Zell-
zahl, sondern mit der Kulturdauer. Nanog und Kfl4 wurden weniger gleichmafiig expri-
miert und die Banden waren von geringerer Intensitat. Nanog war zwar in 32 von 36
Zellproben nachweisbar, dennoch konnte kein eindeutiges Expressionsmuster darge-
stellt werden. Die Zellpopulationen, in denen Nanog exprimiert wurde, stammten aus
beiden Nahrmedien und waren sowohl STRO-1-positiv als auch -negativ. Die Intensita-
ten der Banden der Zellpopulationen, die aus der gleichen Gewebepassage hervorgin-
gen, waren ebenfalls sehr unterschiedlich; auch hier zeigte sich kein direkter Zusam-
menhang mit der gemessenen Zellzahl. In Passage 12 war beispielsweise eine ausge-
pragte Bande bei den STRO-1-positiven RPZ aus dem DMEM zu erkennen
(9,86x10°Zellen), wahrend bei den STRO-1-positiven Zellen aus dem NH-Medium bei
einer Zellzahl von 1,08x10° Zellen nahezu keine Nanog-Expression nachzuweisen war.
Die Intensitat der Kfl4-Banden, die ebenfalls nur schwach ausgepragt waren, nahm mit
zunehmender Kulturdauer weiter ab. Darlber hinaus waren hier mehrere Nebenban-
den zu beobachten. Dennoch lieR sich in allen STRO-1-positiven Zellpopulationen, die
in NH-Medium kultiviert wurden, Kfl4 nachweisen. Vor allem bei den spateren Gewe-
bepassagen (XIlI, XIll) waren nur noch die STRO-1-positiven Zellen der NH-Kultur Kfl4-
positiv. Die STRO-1-negativen Zellpopulationen, insbesondere die der DMEM-Kultur,
exprimierten nur wenig bis kein Kfl4. Der Transkriptionsfaktor Oct4 wurde durch dieses

Verfahren in deutlich weniger Populationen nachgewiesen als c-Myc, Sox2, Nanog und
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Kfl4. 20 von 36 Zellproben zeigten in der Gelelektrophorese keine Oct4-Bande. Die
Expression war auf3erdem unabhéngig vom Nahrmedium; in den Zellpopulationen bei-
der Medien fand sich Oct4. Dartiber hinaus zeigte diese Untersuchung, dass nicht nur
STRO-1-positive-, sondern auch STRO-1-negative Zellen im Laufe des Versuches
Oct4 exprimieren. Eine grofRere Rolle schien hingegen die zeitliche Komponente zu
spielen; in keiner der Zellpopulationen, die aus der Gewebepassage sieben, 12 und 13
hervorgehen, wurde Oct4 exprimiert. Dennoch war auch hier kein eindeutiges Expres-
sionsmuster erkennbar. Sowohl die Zellen der frilhen Passagen als auch die der spate-

ren waren Oct4-positiv bzw. -negativ.

3.3 Expressionsverhalten der mehrfach sortierten RPZ

Fur diesen Teil des Versuches wurden die nach STRO-1 sortierten RPZ der Gewebe-
passage drei erneut kultiviert und zwei weitere Male nach diesem Oberflachenmarker
sortiert. Aus den geernteten Zellen ergaben sich fir die Transkriptionsfaktoren Oct4,
c-Myc, Sox2, Nanog und KIf4 nach der Amplifikation der cDNA und der elektrophoreti-
schen Auftrennung die in Abb. 8 dargestellten Banden. Sox2 und c-Myc prasentierten
eine gleichmaRige Expression in nahezu allen Zellpopulationen. Im NH-Nahrmedium
konnte Oct4 in den STRO-1-positiven und -negativen RPZ nachgewiesen werden. Die-
se waren zuvor bereits einmal STRO-1-positiv sortiert worden. Nach der ersten Sortie-
rung betrug die anschlieBende Kultivierungsdauer 5 Tage und nach der zweiten Sortie-
rung 7 Tage. In den STRO-1-positiven und —negativen RPZ, die bei der ersten Sortie-
rung STRO-1-negativ waren, liel3 sich keine Oct4 Bande darstellen. Im DMEM enthiel-
ten hingegen nur diejenigen Zellen Oct4, die bei der zweiten Sortierung STRO-1-
negativ waren. Primar waren diese Zellen sowohl STRO-1-positiv als auch -negativ.
Von den zuvor zweifach-STRO-1-positiven RPZ lie3 sich in den STRO-1-negativen
Zellen aus dem DMEM kein Oct4 nachweisen. Nanog wurde in dieser Versuchsreihe
ebenfalls von den meisten Zellpopulationen exprimiert, jedoch in unterschiedlichen
Intensitaten. Die STRO-1-positiven und -negativen RPZ aus dem DMEM zeigten keine
Nanog-Banden, diese Zellen waren bei der ersten Sortierung STRO-1-positiv. Auch
KIf4 wurde lediglich von zwei Zellpopulationen nicht exprimiert: den STRO-1-positiven
RPZ des NH-Mediums, die bereits einmal STRO-1- positiv waren, und den STRO-1-
negativen RPZ des DMEMSs, die zuvor STRO-1-negativ waren. Diese Banden waren
schwacher ausgepragt und es existierten auch hier Nebenbanden.
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Abb.8 Expression der Transkriptionsfaktoren Oct4, c-Myc, Sox2, Nanog, und Kfl4 in
den mehrfach nach dem Oberflachenmarker STRO-1 sortierten Zellpopulationen der
[ll. Gewebepassage. Nach der jeweiligen Sortierung wurden die Zellen erneut ausge-
sat und bis zu einem konfluentem Zellwachstum kultiviert. Die Originalabbildungen mit
Negativkontrollen sind im Anhang ab Seite 58 zu finden.

Zusammenfassend konnen folgende Aussagen gemacht werden: Ein Grol3teil der Zel-

len dieser Versuchsreihe exprimierte alle funf Transkriptionsfaktoren; insbesondere
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jene Zellen, die dreimal nach dem Oberflachenmarker STRO-1 sortiert wurden. Die
Zellpopulationen, in denen die Oct4-Bande besonders gut sichtbar wurde, sind alle-
samt ein- oder zweimalig STRO-1-positiv sortiert worden. Bei den Ubrigen Transkripti-
onsfaktoren war der Unterschied zwischen den STRO-1-positiven und -negativen Zel-

len weniger deutlich bzw. nicht vorhanden.

3.4 Intensitaten von Cy5 und DAPI in den STRO-1-positiven RPZ

In diesem Versuchsteil wurden die Intensitdten der DAPI gefarbten DNA und des im-
munfluoreszenzmarkierten Oct4-Proteins anhand fixierter, STRO-1 positiver Zellen
gemessen und analysiert. Dies sollte Aufschluss lber die Expression des Oct4-
Proteins im zeitlichen Verlauf und den Zusammenhang zwischen der Oct4-Expression
und dem Methylierungsgrad der DNA geben. Dazu wurden die RPZ aus dem NH-
Expansionsmedium nach STRO-1 sortiert und die positiven RPZ 24 h, 48 h, 72 h, 96 h
sowiel44 h kultiviert, fixiert und gefarbt. AnschlieRend erfolgte die immunhistochemi-
sche Farbung wobei DAPI die DNA und der Fluoreszenzfarbstoffen Cy5 das Oct4-
Protein sichtbar machten. Abb. 9 zeigt die Immunfluoreszenzaufnahmen, die nach den
jeweiligen Inkubationszeiten angefertigt wurden. 24 h nach der STRO-1 Sortierung
wiesen die Zellen lediglich vereinzelte Spots des angefarbten Oct4 in den Zellkernen
auf. Nach 48 h nahm der Oct4-Gehalt in den Zellen signifikant zu. Das Oct4-Protein
war dabei nicht nur im Zellkern, sondern bei einigen Zellen auch vermehrt im Zyto-
plasma lokalisiert. Die mikroskopischen Aufnahmen zeigten dartiber hinaus Zellen mit
langen tubuldren Fortsatzen, die in einigen Fallen Verbindungen zwischen den Zellen
bildeten. In diesen Fortsatzen bzw. Zell-zu-Zellverbindungen war ebenfalls das fluores-
zierende Oct4-Protein nachzuweisen (Abb.10). 72 h nach der STRO-1-Sortierung war
der Anteil des fluoreszierenden Oct4 wieder d&hnlich gering wie zum ersten Messzeit-
punkt. Eine weitere Oct4-Zunahme war nach 96 h zu beobachten. Auch hier war der
Transkriptionsfaktor sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma einiger Zellen nach-
weisbar, allerdings in erheblich geringerem Ausmald als nach 48 h. Nach 144 h war
schlieBlich nur noch in wenigen Zellen fluoreszenzmarkiertes Oct4. Die Kernfarbung
der blau fluoreszierenden DAPI-Farbung zeigte zum ersten Messzeitpunkt nach 24 h
auffallig viele hellblaue Spots im Zellkern, deren Intensitat mit zunehmender Kultivie-

rungsdauer abnahm.
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Abb. 9 Fluoreszenzaufnahmen der immunhistochemischen Féarbung der Zellkerne und
des Oct4-Proteins. Die STRO-1-positiven mesenchymalen Stammzellen des Rosen-
stockperiosts wurden nach der STRO-1-Sortierung a) 24 h, b) 48 h, c)72 h, d) 96 h
sowie e) 144 h im NH-Expansionsmedium kultiviert, fixiert und mit den Fluoreszenz-
farbstoffen DAPI (blau) und Cy5 (rot) geféarbt. Abb. f) zeigt die Negativkontrolle nach
72 h. DAPI farbt den Zellkern an, wahrend Cy5 den Transkriptionsfaktor Oct4 sichtbar
macht. Wahrend nach 24 h,72 h und 144 h nur wenige im Zellkern lokalisierte Oct4-
Spots zu erkennen sind, kann nach 48 h und 96 h eine betrachtliche Menge des Pro-
teins im Zellkern und im Zytoplasma der Zellen nachgewiesen werden.
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Abb. 10 Die Bilder a), b), ¢) und d) zeigen STRO-1-positive RPZ aus dem NH-
Expansionsmedium, die nach der Sortierung fur 48 h inkubiert wurden. AnschlieRend
wurden sie fixiert und mit DAPI (blau, Zellkern) und Cy5 (rot, Oct4-Protein) angefarbt.
Die abgebildeten Zellen weisen einen hohen Gehalt des Oct4-Proteins auf, das sich
sowohl auf den Nucleus als auch auf das Zytoplasma verteilt. Darliber hinaus sind Zell-
fortsétze, die Verbindungen zwischen den RPZ darstellen (griner Pfeil), zu erkennen,
in denen ebenfalls das Oct4-Protein nachzuweisen ist (Negativ-Kontrolle sieche Abb. 9).

Nach 144 h waren diese Spots in den Zellkernen am schwachsten ausgepréagt. Fur die
weitere Analyse wurden die fluoreszenzmarkierten Strukturen in den STRO-1-positiven
RPZ mit Hilfe des Bildanalyse-Programmes Sigma Scan ausgemessen. Grundlage
waren 17 mikroskopische Aufnahmen an den fixierten und fluoreszenzmarkierten Zel-
len. Insgesamt wurden in 276 Zellkernen und im Zytoplasma der Zellen die Intensitaten
und Flachen von 19200 Oct4-Spots vermessen, die eine Grof3e zwischen 0,1 pm2 und
16 pm2? (1,3 £ 2,5 um?) in der zweidimensionalen Ausdehnung aufwiesen. Die stark
methylierten DNA-Abschnitte der Zellkerne hoben sich als helle (DAPI-)Spots von der
dunkleren blauen DAPI-Farbung ab, die ebenfalls mit Hilfe der Mehrkanalbilder ausge-

wertet wurden.
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Intensitatsverteilung der DAPI-Fluoreszenz
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Abb. 11 Intensitatsverteilung von DAPI im Zellkern (n=276). Angegeben ist die absolu-
te und relative Haufigkeit (in %) der Intensitat pro DAPI-Flache. Hohe Intensitaten ab
Werten von ca. 1200 I/um? entsprechen methylierten Arealen. Das in die Grafik inte-
grierte Bild zeigt ein 8-bit Schwarz-Weil3-Bild einer DAPI-Farbung der Zellkerne von
STRO-1-positiven Zellen nach 96 h in der Zellkultur. Deutlich zu sehen sind die helle-
ren Anteile der DAPI-Farbung, die den methylierten Abschnitten des Kernes entspre-
chen.

Die Verteilung der gemessenen DAPI-Intensititen pro DAPI-Flache (I/um?) ist in
Abb. 11 dargestellt. In den 276 Zellkernen steigt die Intensitat mit Zunahme der hellen,
methylierten Areale der DNA. Der Grafik ist sowohl die absolute als auch die relative
Haufigkeit der Intensitaten zu entnehmen. Dabei wird deutlich, dass sich tber 80 % der
gemessenen Flachen in einem Intensitatsbereich zwischen 500 I/um2 und 800 I/pum?
befanden. Etwa 52 % der gemessenen DAPI-Flachen lagen dabei in einem Bereich
zwischen 600 I/um? und 700 I/um? Die methylierten Spots zeichneten sich durch eine
Intensitat von ca. 1200 I/um? oder mehr aus. Der Anteil der gemessenen DAPI-Spots in
diesem Bereich war allerdings vergleichsweise gering und betrug nur etwa 13 % der
gesamten DAPI-Flache. Der weitaus gré3te Anteil der Zellen bzw. der Zellkerne befand
sich also in einem Zustand geringer Methylierung. Abb. 12 zeigt die Intensitatsvertei-
lung der 19.200 gemessenen Oct4-Objekte, ebenfalls in relativen und absoluten Zah-
len. Der Intensitatsbereich, in dem sich die Messwerte befanden, betrug zwischen
400 I/um? und 4200 I/um?. Damit verteilten sich die gemessenen Werte auf einen deut-
lich breiteren Intensitatsbereich als die DAPI-Intensitéaten. Die Grafik veranschaulicht
jedoch, dass auch hier (iber 80 % der Werte unterhalb von 1000 I/um?® und damit in

einem ahnlichen Intensitatsbereich wie die DAPI-Intensitaten angesiedelt waren. Im
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Gegensatz zur Intensitdt der Kernfarbungen lagen die HoOchstwerte zwischen
3600 I/pm? und 4200 I/pm?; diese machten nur einen vergleichsweise kleinen Teil von

weniger als 1 % aus.

Intensitatsverteilung der Oct-4-Fluoreszenz
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Abb. 12 Intensitatsverteilung der gemessenen fluoreszierenden Oct4-Spots. Angege-
ben ist die absolute und relative Haufigkeit (in %) der Intensitat pro Oct4-Flache. Ins-
gesamt wurden 276 Zellen mit 19200 Oct4-Spots vermessen, die eine Grdol3e zwischen
0,1 pm2 und 16 pm?2 (1,3 £2,5 um?) in der zweidimensionalen Ausdehnung aufwiesen.
Weiterhin ist ein 8-bit Schwarz-Weil3-Bild einer Cy5-Farbung nach 96 h Inkubation ab-
gebildet. Cy5 farbt das Oct4-Protein in den STRO-1-positiven Zellen in einem roten
Fluoreszenzfarbton an.

Abb. 13 zeigt die gemessenen Intensitdten der DAPI- und der Cy5-Fluoreszenz im
zeitlichen Verlauf. Die totale Intensitat (I/um?) ist durch zwei GréRen gekennzeichnet;
zum einen durch die GréRe der fluoreszenzmarkierten Flache (um?), die durch die An-
zahl der fluoreszierenden Pixel reprasentiert wird, und zum anderen durch die Intensi-
tat bzw. die Konzentration der Fluoreszenz innerhalb dieser Flache (1), die durch die
Pixelintensitat reprasentiert wird. Die totale Intensitat steigt, wenn entweder die Pixelin-
tensitat oder die Anzahl der fluoreszierenden Pixel zunimmt oder wenn beide zuneh-
men. Die Summen der gemessenen Intensitaten der DAPI- und Oct4-Fluoreszenz in
Bezug auf den Zellkern sind in Abb. 13a dargestellt. Die Grafik zeigt die totale Intensi-
tat der DAPI- und der Cy5-Fluoreszenz im Zellkern im zeitlichen Verlauf. Die DAPI-

Intensitat war nach 24 h am grof3ten und nahm dann ab. Zwischen 48 h und 72 h be-
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schreibt der Graph eine Plateauphase, um nach 144 h den niedrigsten Wert zu errei-
chen. Das Oct4-Protein wurde nach 24 h zunachst nur in geringem Malie exprimiert.
Nach 48 h und 96 h stieg die Oct4-Flache im Zellkern signifikant an und nach 48 h wa-
ren die Oct4-Spots Uber die gesamten Zellkernflachen verteilt. In der Grafik zeigt sich
dies in der Anndherung der beiden Kurven. Nach 72 h fiel die Oct4-Intensitat wieder
auf den Ausgangswert ab, um nach 96 h erneut anzusteigen; dieses Mal jedoch ledig-
lich auf Werte zwischen 80 und 90x10? I/um? totaler Intensitét, was etwa der Halfte des
Wertes nach 24 h entsprach. Dartber hinaus blieb die Oct4-Intensitat hier weit unter
der DAPI-Intensitdt. Zum letzten Messzeitpunkt nach 144 h erreichte auch die Oct4-
Intensitat ihr niedrigstes Niveau. In Abb. 13b sind die Mittelwerte und Standardabwei-
chungen der Intensitat der DAPI- und Oct4-Fluoreszenz auf der fluoreszierenden Ge-
samtflache dargestellt. Der Graf, der die DAPI-Intensitatsflache darstellt, beschreibt
einen &hnlichen Verlauf wie in Abb. 13a. Die Oct4-Intensitatsfliche nahm hingegen
nach 48 h und 96 h derart zu, dass sie die Zellkernflache tbertraf, da nun auch im Zy-
toplasma einiger Zellen Oct4 nachweisbar war (vergleiche Abb. 10). Nach 72 h nahm
die Oct4-Flache drastisch ab, um auch hier nach 96 h erneut anzusteigen. Zwar konnte
nach 96 h ebenfalls angefarbtes Oct4-Protein im Zytoplasma der Zellen nachgewiesen
werden, dennoch lag die Oct4-Gesamtkonzentration deutlich unter der nach 48 h Kulti-
vierungszeit gemessenen Konzentration. Abb. 13c zeigt die mittlere DAPI- und Oct4-
Intensitat in Abhangigkeit der Kulturdauer, bei der sich die Intensitat auf die durch-
schnittliche Pixelintensitat innerhalb der fluoreszenzmarkierten Flachen bezieht. Auch
hier wird noch einmal veranschaulicht, dass die DAPI-Fluoreszenz der Zellkerne mit
Mittelwerten von etwa 22,51 nach 24 h und 72 h am intensivsten war, wahrend sie
nach 48 h und 96 h auf ca. 18 | abfiel. Die niedrigste Intensitat wiesen die Zellkerne
nach 144 h auf. Der DNA-Methylierungsgrad in den Zellkernen der RPZ war demnach
nach 48 h, 96 h und 144 h besonders gering. Die Oct4-Intensitat war nach 24 h, 72 h
und darUber hinaus auch nach 144 h besonders hoch. Der Hochstwert lag bei ca. 35 |
nach 24 h in Kultur. Es wird deutlich, dass die DAPI- und die Oct4-Intensitaten mitei-
nander korreliert sind. Zu den Zeitpunkten geringerer DAPI-Intensitat, also nach 48 h
und 96 h, war auch die Intensitat innerhalb der fluoreszenzmarkierten Oct4-Flache ge-
ringer als zu den tbrigen Messzeitpunkten (r=0,59; P=0,013; n=17 Aufnahmen mit 276

Zellkernen; Pearson Korrelation).

Zusammenfassend lassen sich Uber die Intensitat der DAPI- und der Oct4-Farbung
folgende Aussagen machen: Die totale DAPI-Intensitdt pro Zellkern bzw. die
DAPI-Fluoreszenzflache war nach 24 h am gréf3ten und nahm zu den darauffolgenden
Messzeitpunkten ab. Die mittlere Intensitat auf der fluoreszierenden DAPI-Flache war
nach 24 h und 72 h héher als zu den anderen Messzeitpunkten. In den Zellkernen wa-

ren wenige kleine Oct4-Spots nachzuweisen, die aber intensiv fluoreszierten.
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Abb. 13 Mittelwerte und Standardabweichungen der zeitabhéngigen Intensitaten der
Oct4- und der DAPI-Fluoreszenz in den STRO-1-positiven RPZ zu unterschiedlichen
Zeitpunkten. a) zeigt die totale Intensitat der DAPI- und Oct4-Fluoreszenz auf die Fla-
che der Zellkerne bezogen (3<n<54). Diese berechnet sich aus der fluoreszierenden
Gesamtflache b) und der durchschnittlichen Intensitat auf dieser Flache. c) Die Flache
der Oct4-Fluorenszenz ist nach 48 h grof3er als die Zellkernflache, da zu diesem Zeit-
punkt auch das Oct4-Protein im Zytoplasma einiger Zellen vorhanden ist. Die durch-
schnittlichen Intensitdten der DAPI- und Oct4-Fluorenszenz sind miteinander korreliert
(r=0,59; P=0,013; n=17 Aufnahmen mit 276 Zellkernen; Pearson Korrelation).

Dies lasst sich auf eine hohe Oct4-Konzentration in diesen Bereichen zurtickfihren.
Insgesamt lagen aber Uber 80 % der angefarbten DNA bzw. der gemessenen
DAPI-Flachen in einem Intensitatsbereich, bei dem nicht von einer vermehrten Methyl-
ierung der DNA auszugehen ist. Nach 48 h und 96 h war die Intensitat der DAPI-
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Fluoreszenzflache besonders niedrig. Sie korrelierte mit der mittleren Intensitat der
Oct4-Fluoreszenz. Die durchschnittliche Intensitat der fluoreszenzmarkierten Oct4-
Flache wurde zwar nach 48 h und 96 h kleiner, die fluoreszenzmarkierte Flache selbst
vergroRRerte sich jedoch. Bezieht man die Intensitat auf den Zellkern bzw. auf die Ge-
samtflache, so wird deutlich, dass zu diesen Zeitpunkten besonders viel Oct4 in den
Zellkernen und den Zytoplasmen der Zellen vorhanden war. Die Methylierung bzw. die
Demethylierung der DNA und die Expression des Transkriptionsfaktors Oct4 stellen
dynamische Prozesse dar, die erheblichen zeitabhangigen Schwankungen unterlagen.
Innerhalb von 24 h wurde der Oct4-Gehalt in den STRO-1-positiven RPZ mehr als ver-
zehnfacht, wahrend nach 72 h bzw. 144 h so gut wie kein Oct4 mehr nachweisbar war.
Die Synthese des Oct4-Proteins befand sich nach 48 h Kultivierungszeit auf ihnrem Ma-
ximum, gleichzeitig war der Methylierungsgrad der DNA zu diesem Zeitpunkt beson-
ders gering. Dariiber hinaus war das Oct4-Protein nach 48 h nicht nur im Zellkern,
sondern auch im Zytoplasma sowie in den membrantsen Zellfortsatzen und Zell-zu-
Zellverbindungen lokalisiert, die offensichtlich einen Transportweg fiir das Oct4 darstel-

len.

3.5 Ubertragung von Oct4 im Co-Kultivierungsversuch

Um die Oct4-Ubertragung tber die membrandsen Zell-zu-Zellverbindungen und deren
funktionale Konsequenz in den Empfangerzellen zu verifizieren, kultivierten wir die
STRO-1-positiven RPZ zusammen mit transfizierten Oct4-GFP-MEF, bei denen die
Transkription von Oct4 Uber die GFP-Fluoreszenz tberwacht werden konnte. Bereits
nach 24 h Kultivierungsdauer war eine beginnende GFP-Produktion in den MEF nach-
zuweisen (Abb. 14). Zwischen 24 h und 48 h zeigten sich ein deutlicher Anstieg der
intrazellularen GFP-Expression sowie ein Anstieg der Anzahl der GFP-positiven Zellen.
Nach 48 h nahm die GFP-Expression langsam ab, konnte aber noch bis zum Ver-
suchsende (144 h) nachgewiesen werden. Obwohl dieser Versuch mit Zellen verschie-
dener Spezies durchgefiihrt worden war, stieg die Anzahl der Zell-zu-Zellverbindungen
und die Oct4-GFP-MEF integrierten sich gut in den Zellrasen. Die Versuchsergebnisse
demonstrieren den Oct4-Transfer auf die Oct4-GFP-MEF sowie das Anschalten der
GFP-Produktion in den Empfanger-Zellen. Es erscheint naheliegend, dass die kleinen
Mengen des Oct4-Proteins, die Uber die Zell-zu-Zellverbindungen transportiert werden
ausreichend sind, um eine sofortige Reaktion in den Empfangerzellen zu initiieren.
Obwohl die hier durchgefiihrten Versuche eindeutig zeigen, dass Oct4 von den STRO-
1-positiven RPZ direkt an andere Zellen weitergegeben werden kann, wurde der Ver-
such unternommen maogliche alternative Ubertragungswege, wie beispielsweise einen
interzellularen Transfer von Oct4 Uber Exosomen, weitestgehend auszuschlieRen. Im

Gegensatz zu der Co-Kultur zeigte sich bei den Kulturen, die mit den Exosomen-
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haltigen Uberstanden der RPZ beimpft wurden, keinerlei GFP-Fluoreszenz in den
Oct4-GFP-MEF. Dabei konnte weder mit den zwischen 0-48h noch mit den zwischen
48 und 120 h Kultivierungsdauer gesammelten Uberstanden eine Fluoreszenz beo-
bachtet werden.

Eine Ubertragung von Oct4 durch Exosomen erscheint daher eher unwahrscheinlich.
Ob es nach dem Oct4-Transfer uber die Zell-zu-Zellverbindungen und dem Anschalten
der Oct4-Transkription auch tatsachlich zu einer Reprogrammierung muss jedoch in
weiteren Untersuchungen eingehender Uberpruft werden.

Abb. 14 Co-Kultur von STRO-1-
positiven RPZ und  Oct4-
Promotorzellen a,b) Die Bilder
zeigen Kontrollen der Oct4-GPF-
MEF-Promotorzellen und b) eine
einzelne MEF-Zelle 24 Stunden
nach Aussaat. Die Bilder c, d, e
und f geben die Promotorzellen in
‘% der Co-Kultur wieder, die GFP-
Expression (grine Pseudokolorie-
rung) ist im Zytoplasma der Zellen
gut zu erkennen c) einzelne MEF-
Zelle nach 24h, d) nach 96h, e)
nach 120h und f) nach 144h. (Bil-
der a,b,c,f Phasenkontrast- auf-
nahme und d) und e) Varelkon-
trastaufnahmen; Abb. 14 ist eine
bereits verdffentlichte Aufnahme
doi:10.1371/journal.pone.0032287.
g007)

)
100pm | |
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4 Diskussion

Die jahrliche Geweihregeneration der Cervidae ist ein einmaliges Phanomen in der
Natur. Als einzige Saugetierspezies sind sie in der Lage, als adulte Individuen ein Or-
gan vollstandig zu regenerieren. Obwohl das Wachstum der Geweihe seit Mitte des
20. Jahrhunderts Gegenstand wissenschaftlicher Forschungen ist, sind die zellularen
und molekularbiologischen Mechanismen immer noch nicht vollstandig erforscht und
verstanden. Kierdorf et al. postulierten 2003 neben weiteren Autoren, dass das Rosen-
stockperiost (RP) den Ausgangspunkt dieses Prozesses darstellt (Kierdorf et al. 2003;
Li et al. 2005). Dieser Hypothese nach werden im Rahmen des jahrlichen Wachs-
tumszyklus Zellen des RP aktiviert und zur Proliferation und Differenzierung angeregt
(Kierdorf et al. 2007; Kierdorf et al. 2003; Li et al. 2005). Spater wurde vermutet, dass
im RP Stammzellen lokalisiert sind, die sich in sogenannten Stammzellnischen organi-
sieren und als Reservoir fliir mesenchymale Progenitorzellen fungieren. Erst 2008 ge-
lang es Rolf et al., diese Hypothese zu verifizieren. Mit Hilfe des Oberflachenmarkers
L~Stromal Cell Surface Marker-1* (STRO-1) konnten Stammzellen im Rosenstockperiost
nachgewiesen werden und diese durch die fluoreszenzaktivierte Zellsortierung (FACS)
isoliert und anschliel3end kultiviert werden. Die STRO-1-positiven RPZ sind gleichzeitig
positiv fur die Oberflachenmarker CD271 und CD133 und negativ fir den hamatopoeti-
schen Oberflachenmarker CD34 (Rolf et al. 2008).

Entwickelt wurde der murine monoklonale IgM-Antikérper STRO-1 1991 von Simmons
und Torok-Storb. Er bindet an eine Untergruppe humaner, nicht-hamatopoetischer und
fibroblastenéhnlicher Knochenmarkzellen, die auch als Colony-Forming-Units-
Fibroblasten (CFU-F) bezeichnet werden (Simons und Torok-Storb 1991; Gronthos und
Simmons 1995). 2002 zeigten Dennisa et al., dass humane STRO-1-positive Zellen in
osteogene, neurogene, adipogene und chondrogene Zelllinien differenzieren kénnen
und somit multipotente mesenchymale Vorlauferzellen darstellen. Dartber hinaus
Ubernehmen sie im lebenden Organismus weitere wichtige Funktionen wie etwa die
Bildung von Hamatopoese-unterstitzenden Stromazellen (Dennisa et al. 2002). In ih-
ren Versuchen zeigten Rolf et al. (2008), dass die STRO-1-positiven Zellen des Ro-
senstockperiosts ebenfalls in der Lage sind, in osteogene, adipogene und chondroge-
ne Zelllinien zu differenzieren. Der immunhistologische Nachweis der STRO-1-
positiven multipotenten Vorlauferzellen an diversen Lokalisationen des regenerieren-
den Geweihs liel3 darauf schliel3en, dass diese Zellen sowohl fir die Entwicklung der
internen Komponenten wie Knochen und Knorpel als auch fir die der externen Be-
standteile wie Bast und BlutgefaR3e oder die neuronale Versorgung von Bedeutung sein
konnten (Rolf et al. 2008). Die Summe dieser Erkenntnisse untermauerte die Hypothe-

se der auf Stammzellen basierenden Geweihregeneration. Dennoch war weiterhin un-
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klar, wie genau die RPZ dieses beispiellos schnelle Wachstum bewerkstelligen kénnen
und welche Faktoren dabei eine Schliisselrolle spielen. Ansatzpunkt und Ziel der vor-
liegenden Arbeit war es daher, mégliche Mechanismen zu untersuchen und néher zu
charakterisieren.

Zu diesem Zweck erfolgte die Anzucht der Primarkultur aus den Gewebeproben des
RP, die zu Beginn der jahrlichen Regenerationsphase entnommen wurden. Uber die
optimalen Kultivierungsbedingungen von Hirschgeweihzellen wurde bis dato nur wenig
Literatur publiziert. Bei einem GrofR3teil der mit Hirschgeweihzellen forschenden Ar-
beitsgruppen hat sich basierend auf Erfahrungswerten die Verwendung des Standard-
mediums DMEM mit 10% fetalem Ké&lberserum (FKS) zur Anzucht der Priméarkultur
etabliert (Kuzmova et al. 2011; Li 2012; Rolf et al. 2008; Seo et al. 2012). In den hier
durchgefuhrten Versuchen wurden die RP-Gewebestiuckchen zum Vergleich in zwei
parallelen Kulturen angeziichtet, die eine in DMEM, die andere in einem Spezialmedi-
um fur nicht-hdmatopoetische Stammzellen (NH-Medium). Durch den Nachweis der
MSZ im Rosenstockperiost erschien es naheliegend, dass diese Zellen, &hnlich wie
humane MSZ, von der Kultivierung in einem solchen Spezialmedium profitieren kénn-
ten. Trotz der standardméaRigen Verwendung von FKS in Nahrmedien zur Kultivierung
von Zellen, wird der Gebrauch immer wieder kontrovers diskutiert und muss daher kri-
tisch hinterfragt werden. Pochampally et al. (2004) weisen beispielsweise darauf hin,
dass humane MSZ, die mit FKS kultiviert werden, friher differenzieren und die Expres-
sion ihrer Oberflachenmarker schneller verandern, als Zellen, die ohne Serum kultiviert
werden. Auch die Frage, wie viel FKS die Zellkulturen fur ein optimales Wachstum be-
ndtigen, muss aufgrund neuerer Versuchsergebnisse lberdacht werden. Seo et al.
postulieren in ihrer 2012 verdffentlichten Studie, dass die Verwendung von weniger als
5 % FKS im Nahrmedium das Zellwachstum negativ beeintrachtige, wahrend die Ver-
wendung von mehr als 5 %, genau wie das Zufthren der Wachstumsfaktoren IGF-1
und b-FGF, keine signifikante Steigerung der Zellproliferation bei MSZ bewirke.

Das Rosenstockperiostgewebe wurde bei konfluentem Zellwachstum in neue Pet-
rischalen tberfiihrt. Bei den gewonnenen Zellen handelt es sich somit um primare Zel-
len, die am ehesten die In-vivo-Situation in Bezug auf Proliferations- und Expressions-
verhalten repréasentieren (Kuzmova et al. 2011). Die Separation der STRO-1-positiven
und -negativen RPZ der Primarkultur durch magnetische Zellseparation stellt neben
der FACS-Analyse ein etabliertes Verfahren zur Zellsortierung dar. Untersuchungen
von Psaltis et al. (2010) zeigen, dass die Zellseparation von humanen MSZ aus dem
Knochenmark mit Hilfe von Antikdrpern, wie z.B. STRO-1, Vorteile gegeniiber der kon-
ventionellen Methode durch Plastikadhédrenz birgt. So sortierte STRO-1-positive

Stammzellen zeichnen sich durch eine hohere Klonogenitat, eine hdhere Proliferati-
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onskapazitat, ein multilineares Differenzierungspotential und die mRNA-Expression

von MSZ-typischen Transkripten in Kultur aus.

Es wurden die Gesamtzellzahlen sowie die Zahl der STRO-1-positiven und -negativen
Zellen erhoben und, basierend auf den Mittelwerten der gemessenen Zellzahlen, die
absoluten und relativen Anteile von STRO-1-positiven und -negativen Zellen errechnet.
Uber den gesamten Versuchsverlauf hinweg préasentierten die RPZ ein ausgepragtes
Proliferationspotential mit einer Gesamtzellzahl von 113,54x10° Zellen in der NH-Kultur
bzw. 31,87x10° Zellen in der DMEM-Kultur. Es wird allerdings deutlich, dass im NH-
Medium erheblich mehr Zellen aus der Primarkultur generiert wurden als im DMEM.
Die Zellen des NH-Mediums zeigten eine durchschnittliche tagliche Zuwachsrate von
1,15x10° Zellen, die Zellen der DMEM-Kultur hingegen nur etwa ein Viertel davon mit
einem Zuwachs von 0,32x10° Zellen pro Tag. Die statistische Auswertung veranschau-
licht, dass es sich in beiden Féllen um eine streng lineare Funktion handelt. Diese wird
offensichtlich jedoch nur beibehalten, wenn das Wachstum der Zellen bei Erreichen der
Konfluenz sofort unterbrochen wird und die Zellen anschlie3end wieder in den freien
Raum expandieren kénnen.

Der errechnete durchschnittliche Anteil von STRO-1-positiven Zellen lag auf den ge-
samten Versuch und beide Nahrmedien bezogen bei 25,72%. Die Spitzenwerte lagen
in der NH-Kultur bei 38,91 % und in der DMEM-Kultur sogar bei 49,29 %. Im Vergleich
dazu konnten beispielsweise von Psaltis et al. (2010) im Durchschnitt nur etwa 11,2 %
der STRO-1-positiven Zellen aus humanen unfraktionierten, mononuklearen Kno-
chenmarkszellen isoliert werden. Der Versuch zeigt, dass die Verwendung des NH-
Nahrmediums einen positiven Effekt auf die Anzahl der STRO-1-positiven RPZ hat.
Zwar war der relative Anteil von STRO-1-positiven Zellen in der NH-Kultur geringer,
dennoch wurden dort insgesamt 14,57x10° STRO-1-positive Zellen generiert, wahrend
es in der DMEM-Kultur lediglich 5,67x10° STRO-1-positive Zellen waren. Die Verwen-
dung des NH-Mediums fihrt somit aufgrund der deutlich starker proliferationsférdern-
den Wirkung und des verlangerten Wachstumszeitraums letztendlich zu einem héhe-
ren Zellertrag. Dies betrifft sowohl die Gesamtzellzahl als auch die absolute Anzahl an
STRO-1-positiven Zellen.

Zur weiteren Charakterisierung und Differenzierung ihres Stammzellstatus wurden alle
STRO-1-positiven und -negativen RPZ auf die Expression der Transkriptionsfaktoren
Oct4, c-Myc, Sox2, Nanog und KIf4 untersucht. Diese Faktoren steuern bei Mamma-
lia Uber die Zelldifferenzierung die Embryonalentwicklung und kdnnen stammzell-
typische Eigenschaften wie Pluripotenz und Selbsterneuerung in embryonalen, aber
auch in adulten Organismen erzeugen bzw. aufrechterhalten. Durch die Transduktion

der Gene dieser Transkriptionsfaktoren in murine Fibroblasten schafften es Yamanaka
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und Takahashi 2006 erstmals, somatische Zellen durch Reprogrammierung in einen
pluripotenten Zustand zurtickzuversetzen (Yamanaka und Takahashi 2006). Oct4,
c-Myc, Sox2 und KIf4 werden daher als Yamanaka-Faktoren bezeichnet. Es zeigte sich
jedoch, dass die reprogrammierten Stammzellen die Fahigkeit zur Selbsterneuerung
verloren und die Zellpopulationen nicht aufrechterhalten werden konnten. Dies liel? sich
erst durch das Mitwirken von Nanog erreichen (Okita et al. 2007). Aufgrund ihrer ele-
mentaren Rolle in den Stammzellen verschiedenster Spezies und bei der Reprogram-
mierung beschrankten wir unsere Untersuchung auf den Nachweis der Expression
dieser funf Faktoren.

Das Protoonkogen c-Myc steuert die Kardiogenese und ist essentiell fir die Erhaltung
der Pluripotenz wahrend der embryonalen Entwicklung. Weiterhin spielt das Protein
eine fundamentale Rolle fur die Zellproliferation und die Regulation des Energiemeta-
bolismus. Es bindet an metabolische Target-Gene, welche die Glykolyse, die mito-
chondriale Biogenese und den Aminosaurenkatabolismus beeinflussen (Folmes et al.
2013). Es handelt sich dabei jedoch um einen unspezifischen Enhancer, der die Ex-
pression aller aktiven Gene in den Zellen verstarkt, indem er an die ubiquitar vorkom-
menden CpG-Inseln (Cytosin-phosphatidyl-Guanin) der Promotoren bindet (Nie et al.
2012). Bindet c-Myc an den Zielpromoter, aktiviert er die Transkription durch die Stimu-
lierung der Elongation. Darliber hinaus rekrutiert c-Myc verschiedene Histon-
Acetyltransferase-Komplexe sowie Chromatin-remodellierende-Faktoren und unter-
stitzt den Nukleosomen-Abbau, wodurch die Transkription erleichtert wird (Adachi und
Scholer 2012). In ESC verstarkt ein hoher c-Myc-Level den undifferenzierten Status
der Zellen, um vor einer zufalligen Differenzierung zu schitzen (Nie et al. 2012).

Die genaue Funktion der Sex-Determining Region Y-Box (Sox2) ist hingegen zu gro-
Ben Teilen unbekannt. Man weil3 jedoch, dass Sox2 und Oct4 einen Teil ihrer Zielgene
in ESC synergistisch aktivieren, beispielsweise das FGF-4-Gen, das wichtig fir das
Uberleben des postimplantierten Embryos ist (Adachi und Schéler 2012; Okumura-
Nakanishi 2004; Park und Seo 2012). Park et al. zeigten, dass Sox2 in adulten huma-
nen MSZ eine vollkommen andere Funktion als in ESC hat. In den MSZ reguliert der
Transkriptionsfaktor die Dickkopf-1-Expression, einen Inhibitor des WNT-Signalwegs.
Auf diese Weise beeinflusst Sox2 die Differenzierung der MSZ in die mesenchymalen
Zelllinien. Daruber hinaus kann Sox2 auch die Expression von c-Myc steuern und
nimmt auf diese Weise Einfluss auf die Proliferation der Zellen (Park et al. 2012). In
den Zellen des Rosenstockperiosts sind sowohl c-Myc als auch Sox2 in nahezu allen
Zellpopulationen nachzuweisen und werden auch von den Zellen der spateren Gewe-
bepassagen in gleichbleibendem Umfang exprimiert. Es ist denkbar, dass Sox2 in den

mesenchymalen Stammzellen aus dem Rosenstockperiost der Hirschgeweihe eine
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ahnliche Funktion wie in den adulten humanen MSZ erfullt. Um dies zu verifizieren,
bedarf es jedoch weiterer Untersuchungen.

Der Kruppel-like-Factor-4 (KIf4) kann als Aktivator oder Repressor der Transkription
fungieren und nimmt vermutlich eine wichtige Rolle bei der Selbsterneuerung der emb-
ryonalen Stammzellen (ESC) ein. Seine Zielgene Uberlappen sich mit denen von Oct4,
Sox2 und Nanog. Das Protein interagiert Gber seinen c-Terminus, der drei Tandem-
Zink-Finger-Motive enthalt, direkt mit Oct4 und Sox2. Auch die Aktivierung von Nanog
erfolgt Uber diese Zink-Finger-Motive. Fur die erfolgreiche Reprogrammierung somati-
scher Zellen erwies sich die Interaktion von Oct4, Sox2, Nanog und Klf4 als essentiell
(Wei et al. 2009). Bei unserem Versuch konnte gezeigt werden, dass ein Grol3teil der
untersuchten Zellpopulationen Kfl4 exprimiert. Allerdings sind viele der Banden der
Gelelektrophorese nur schwach ausgepragt und es existieren multiple, unspezifische
Nebenbanden. Die Ursachen hierfir kdnnen vielfaltig sein; es ist auch in Betracht zu
Ziehen, dass der verwendete Primer trotz vorangegangener Tests eine nicht optimale
Spezifitat fur die Rosenstock-Periostzellen aufwies.

Der Homo6odomanen-Transkriptionsfaktor Nanog erhalt, zusammen mit Oct4 und
Sox2, den pluripotenten Zustand der Zellen der inneren Zellmasse und der embryona-
len Stammzellen wahrend der frithen Embryonalentwicklung (Han et al. 2012). Er un-
terdriickt die Differenzierung und ermdoglicht die Selbsterneuerung der Zellpopulationen
(Guo et al. 2009). Untersuchungen durch Han et al. (2012) geben Hinweise darauf,
dass eine erhéhte Nanog-Expression den altersinduzierten Funktionsverlust in adulten
KM-MSZ deutlich verlangsamen kann. Durch Microarray-Analysen wurde gezeigt, dass
DNA-Replikation, Nukleotid-Metabolismus, Basenexzisionsreparatur, Basenfehlpaa-
rungsreparatur und die Expression der damit verbundenen Gene in adulten BM-MSZ
durch Nanog gesteigert werden (Han et al. 2012). Der Alterungsprozess in den adulten
Stammzellen wird hierdurch verzégert und die Proliferation durch die Erleichterung der
DNA-Reparatur sowie die Stabilisierung des Genoms unterstitzt. Dies bietet neue An-
satze fur die Zelltherapie, insbesondere bei alteren Patienten. Gleichzeitig zeigt die
Studie, dass das Alter des Organismus und die Expression von Nanog und Oct4 invers
miteinander korrelieren (Han et al. 2012). Die Nanog-Expression in den RPZ zeigte
zwar eine sehr variable Auspragung im Versuchsverlauf, nichtsdestotrotz exprimierte
der grofdte Teil der Zellpopulationen den Transkriptionsfaktor. In den in DMEM inku-
bierten Populationen der 13. Gewebepassage ist Nanog, genau wie Oct4 und Klf4,
nicht mehr nachzuweisen. Ein Grund dafir kénnte die von dieser Passage hervorge-
brachte geringe Zellzahl sein. Eine andere Ursache kdnnte aber auch in der zuneh-
menden Kulturdauer liegen, durch welche die Nanog-Expression, &hnlich wie bei der
Kultivierung humaner MSZ, allmahlich abnimmt. Dies ist auch bei Sox2 zu beobachten,

allerdings in geringerem Ausmal.
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Der Octamer binding transcription factor 4 (Oct4), der auch als POU5F1 bezeichnet
wird, gilt als der wichtigste Transkriptionsfaktor fir die embryonale Entwicklung, die
Aufrechterhaltung der Pluripotenz und die Reprogrammierung somatischer Zellen. Das
Oct4-Gen gehort zur POU-Familie, einer Gruppe von Transkriptionsfaktoren, die mit
einer hochkonservierten Homéodomane ausgestattet ist, die mit der DNA interagieren
kann. Sie sind in der Lage, Gene mit dem Oktamer-Motiv ATGCAAAT in der Promotor-
region zu erkennen und zu aktivieren (Kellner und Kikyo 2010). Das humane Oct4-Gen
befindet sich auf Chromosom 6 und besteht aus finf Exons. Es enthalt zwei DNA-
Bindungs-Domaénen, die POUH- und die POUS-Domane, die jeweils unabhéngig an
eine Halfte des DNA-Oktamer-Motives binden kénnen. Sie sind durch einen flexiblen
Linker miteinander verbunden, was einen betréachtlichen Spielraum in der Anordnung
dieser Doméanen zueinander erlaubt (Saxe et a. 2009). Durch alternatives SpleiRen
werden zwei Oct4-Hauptvarianten generiert: Oct4A und Oct4B. Beide weisen Exon 2
bis 5 auf, in Oct4B fehlt jedoch das Exon 1. Strukturell und funktional unterscheiden sie
sich durch die N-terminale transkriptionale Aktivierungsdoméane, welche die zentrale
POU-Domane bildet (Liedtke et al. 2008). Im Vergleich zu Oct4A kann Oct4B die cha-
rakteristischen Stammzelleigenschaften in den Zellen nicht aufrechterhalten. Das Oct4-
Protein wird etwa bis zur Mitte der Gastrulation in den Zellen synthetisiert. Danach wird
das Gen in den Zellen nicht mehr exprimiert, mit Ausnahme der primordialen Keimzel-
len (Kellner und Kikyo 2010). Die Oct4-Expression ist notwendig zur Ausbildung des
Embryoblasten und der Blastozyste (Saxe et al 2009). Der richtige Oct4-Level ist dabei
entscheidend, da eine Hoch- oder Herunterregulation von Oct4 divergente Entwick-
lungsprogramme erzeugt, Uber welche die Embryogenese gesteuert wird (Niwa et al.
2000). Niwa et al. zeigten, dass schon eine Verdopplung der Konzentration des Oct4-
Proteins die Differenzierung in primitives Endoderm und Mesoderm induziert, wahrend
ein Abfall von 50 % die Differenzierung in das Trophoektoderm bewirkt (Niwa et al.
2000). Es muss daher einen hochsensitiven Kontrollmechanismus geben, der den
Oct4-Gehalt in den embryonalen Stammzellen misst und reguliert. Verschiedene Stu-
dien haben die Oct4-Genetik sowie die Wechselwirkungen und Verflechtungen der
Transkriptionsfaktoren und deren Signalwege untersucht. Ein wichtiges Ergebnis war
die Beobachtung, dass das Oct4-Protein und seine Bindungspartner komplexe autore-
gulatorische Kreislaufe bilden und die Oct4-, Sox2- und Nanog-Proteine gegenseitig an
ihre Promotoren binden. Dieses Autofeedbacksystem wird als ein Zeichen von Wider-
standsfahigkeit gesehen, durch das kleinere Stérungen des Systems keine Ubermafig
negativen Effekte auf die Transkription wichtiger Gene haben (Saxe et al. 2009). Auch
im Rahmen der induzierten Pluripotenz (iP), bei der somatische Zellen mit Hilfe exoge-
ner Expression der Transkriptionsfaktoren in einen multipotenten oder sogar pluripo-
tenten Zustand uberflihrt werden konnen, spielt Oct4 die entscheidende Rolle. Das
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Protein kann, im Gegensatz zu anderen Faktoren, nicht durch niedermolekulare Ver-
bindungen ersetzt werden und ist dartiber hinaus allein in der Lage, Zellen zu repro-
grammieren (Kim et al. 2009 a; Li et al. 2010). Kim et al. zeigten, dass adulte neurona-
le Stammzellen allein durch Oct4 in einen pluripotenten Zustand tberfuhrt werden kon-
nen (Kim et al. 2009 a). Oct4 wird daher als regulatorisches Mastergen und Determi-
nante der Reprogrammierung angesehen (Li et al. 2010).

Die genaue Oct4-Sequenz der Cerviden ist bisher nicht bekannt. Das hier gewéhlte
Verfahren stellte jedoch sicher, dass die verwendeten Primer flr das Exon 1 spezifisch
sind, das nur in Oct4A vorkommt. Dadurch konnte die zweite Transkriptvariante,
Oct4B, mit hoher Sicherheit ausgeschlossen werden. Dariber hinaus weist die hohe
Homologie zum bovinen Oct4, die durch die Sequenzierung bestatigt wurde, auch da-
rauf hin, dass es sich hierbei nicht um ein Oct4-Pseudogen handelt (Rolf et al. 2012).

In unseren Experimenten zeigten die verschiedenen Zellpopulationen in der Gel-
elektrophorese unregelmafige Oct4-Banden ohne ein eindeutiges wiederkehrendes
Muster. In den STRO-1-positiven wie -negativen RPZ lie3 sich die Expression des
Transkriptionsfaktors nachweisen. Dies lasst vermuten, dass es neben den hier unter-
suchten Variablen, also der Expression des Oberflachenmarkers STRO-1, der Kultivie-
rung in NH- oder DMEM sowie der Versuchsdauer, noch weitere Kriterien gibt, welche
die Expression von Oct4 beeinflussen. Au3erdem ist zu beachten, dass die Bedingun-
gen, unter denen die Zellen gewonnen und kultiviert wurden, Einfluss auf die Ex-
pression haben kdnnen. So zeigten Kuzmova et al. (2011), dass das Geschlecht, das
Passagieren der Zellen und die Konzentration des verwendeten Serums das Prolifera-
tions- und Expressionsverhalten der RPZ beeinflussen kénnen. Ein weiteres Problem
ist, dass Uber die Expressionsmuster der mesenchymalen Stammzellen aus dem Ro-
senstockperiost bisher kaum etwas bekannt war und es daher nur wenige Publikatio-
nen gibt, die zum Vergleich herangezogen werden kénnen. Auch der Vergleich mit
anderen Spezies muss kritisch gesehen werden, da selbst MSZ aus einem Organis-
mus abh&ngig von ihrem Ursprungsgewebe vollig unterschiedliche Expressionsmuster
aufweisen konnen (Adegani et al. 2013). Es lasst sich somit keine konkrete Aussage
dariiber machen, in welcher Phase des Geweihwachstums welche Transkriptionsfakto-
ren in welchem Ausmald exprimiert werden. Unsere Versuche zeigen jedoch, dass alle
funf essentiellen Faktoren in den adulten mesenchymalen Stammzellen des Rosen-
stockperiosts zumindest tempordr nachgewiesen werden kdnnen. Einige der Zellpopu-
lationen synthetisieren sogar alle funf Proteine gleichzeitig. Gegen Versuchsende
nimmt die Expression ab. Das Ergebnis unterstitzt die Hypothese der auf Stammzellen
basierenden Geweihregeneration mit dem Ursprung im Periost der Rosenstécke und
legt den Verdacht nahe, dass die Expression der Transkriptionsfaktoren einen wichti-

gen Einfluss auf die Stammzellpopulation in den Nischen und deren Aktivierung hat. Es
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ist denkbar, dass diese, wie bei Sox2, isoliert von ihrer Funktion in embryonalen
Stammzellen gesehen und untersucht werden miissen.

Die Veradnderungen der Expression im Versuchsverlauf sind moglicherweise ein Hin-
weis darauf, dass sich die stammzelltypischen Eigenschaften mit zunehmender Kultur-
zeit verandern konnen. Es ist bekannt, dass MSZ eine begrenzte Ex-vivo-
Proliferationsfahigkeit haben. Der Alterungsprozess fihrt dazu, dass sie ihr multilinea-
res Differenzierungspotential nach 30 bis 40 Verdopplungszyklen in Kultur verlieren.
Dieses Phanomen ist auf die Hayflick-Grenze der Zellen bzw. das replikative Altern
zurlickzuflihren. Es beschreibt die begrenzte Anzahl von Zellteilungen bedingt durch
die Lange der Telomere (Wagner et al. 2008). Bei Erreichen der kritischen Grenze wird
der programmierte Zelltod, die Apoptose, eingeleitet. Die gealterten MSZ weisen ein
reduziertes Proliferations- und Differenzierungspotential, eine Verkiirzung der durch-
schnittlichen Telomer-Lange sowie morphologische Veranderungen auf. Embryonale
Stammzellen besitzen hingegen verschiedene Mechanismen, um dies zu verhindern.
Unter anderem sind sie in der Lage, das Enzym Telomerase zu synthetisieren, das die
Lange der Telomere aufrechterhalt und dadurch der Zellalterung entgegenwirkt (Tonti
und Mannello 2008). Es ist mdglich, dass auch in diesem Versuch das Alter der Pri-
markultur (102 Kulturtage) mafigeblichen Einfluss auf das Expressionsmuster der Zell-
populationen genommen hat. Dagegen spricht, dass (wie beispielsweise in Gewebe-
passage zwolf) zwar eine geringere Expression der Transkriptionsfaktoren nachgewie-
sen wurde, jedoch vergleichsweise hohe Zellzahlen erhoben wurden). Die Proliferati-
onskapazitat dieser Zellpopulationen war somit nicht vermindert. Eine andere Erkla-
rung ist die beginnende Differenzierung der Zellen in die verschiedenen mesenchyma-
len Zelllinien und die damit verbundene Repression der Transkriptionsfaktoren. Die
Gelelektrophorese zeigt, dass insbesondere die Expression von Oct4, Nanog und Klf4
abnimmt, wahrend sich die c-Myc- und Sox2-Expression eher wenig verringert. Dies
wirde sich mit der von Park et al. (2012) beschriebenen Rolle von Sox2 in adulten
MSZ bzw. den Einfluss von Sox2 auf c-Myc und die dadurch bedingte Regulierung der
Proliferation decken. Die Tatsache, dass die Transkriptionsfaktoren sowohl von STRO-
1-positiven als auch von STRO-1-negativen Zellen exprimiert werden, fuhrt zu der
madglichen Schlussfolgerung, dass der Oberflachenmarker nicht als alleiniges Stamm-
zellkriterium fir die RPZ gelten kann. In der Literatur werden weitere Marker fir MSZ
beschrieben, die in diesen Versuchen nicht mit einbezogen wurden. Darunter finden
sich beispielsweise die Expression von CD105, CD73, CD90, CD271 und CD133, das
Fehlen von ha&matopoetischen Oberflachenmarker wie CD34, CD45, CD11a, CD19
CD79a, CD14, CD11b und HLA-DR sowie die Fahigkeit, in Osteozyten, Chondrozyten
und Adipozyten zu differenzieren (Rolf et al. 2008; Shi et al. 2011). Seo et al. unter-
suchten die Zellen des Rosenstockperiosts auf CD31, CD45, CD62p, CD105, CD133
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und HLA-DR; STRO-1 wurde hingegen nicht mit einbezogen. Die FACS-Analyse zeig-
te, dass diese MSZ positiv fir CD105 (79 %) und Oct4 (69 %) waren und somit eben-
falls einen stammezelltypischen Phanotyp prasentierten (Seo et al. 2012). Davon abge-
sehen stellt die Expression der Oberflachenmarker und der Transkriptionsfaktoren ei-
nen dynamischen Prozess dar, bei dem die Anzahl der exprimierten Rezeptoren auf
der Zelloberflache zeitabh&ngig variieren kann. Es ist denkbar, dass bei einigen Zellen
nur wenige STRO-1-Rezeptoren exprimiert wurden oder einige STRO-1-positive Zellen
ungeniigend mit den Microbeads versehen und dadurch nicht erkannt wurden, was zu

falsch-negativen Ergebnissen flhren kann.

Aufgrund seiner besonderen Rolle als Transkriptionsfaktor und Mastergen wurde im
anschlie3enden Versuch die Expression von Oct4 genauer untersucht. Die STRO-1-
positiven RPZ wurden nach der STRO-1-Sortierung 24 h, 48 h, 72 h, 96 h und 144 h
inkubiert, fixiert und anschlieBend mit den Farbstoffen DAPI zur Darstellung des Zell-
kerns und Cy5 zur Darstellung des Oct4-Proteins, angefarbt. Entscheidend war dabei,
dass der Oct4-Primarantikérper ausschlie3lich die Oct4A-Isoform anfarbt. Neben dem
Oct4-Gehalt in den Zellen wurde der Methylierungsgrad der DNA anhand der Intensi-
tatsdifferenzen der hellen Spots innerhalb der DAPI-Fluoreszenzfarbung der Zellkerne
bestimmt und die Veranderung der Methylierung in Abhéngigkeit der Oct4-Expression
dargestellt. Im Gegensatz zu neueren 3D-Analysen ist das hier verwendete zweidi-
mensionale Verfahren mit dem Programm SigmaScan sehr einfach und effizient durch-
zufuihren. Es wurde lange postuliert, dass durch den DAPI-Farbstoff, der bevorzugt an
AT-reiche Regionen in der kleinen Furche der DNA bindet, zwar die Strukturen der
DNA dargestellt werden, nicht jedoch die methylierten CG-Dinukleotide (mMCGD) (Ka-
puscinski 1995). Diese finden sich gehauft in Promotoren und sind bei verringerter
Transkription hypermethyliert. Neuere Publikationen demonstrieren, wie durch die im-
munhistochemische Farbung dieser mCGD zusammen mit der DAPI-Farbung ein 3D-
Bild des Zellkerns erstellt werden kann, welcher Rickschliisse auf die allgemeine
DNA-Methylierung sowie das dekondensierte Heterochromatin erlaubt und die Reor-
ganisation der DNA nach Exposition von Umwelteinflissen visualisiert (Oh et al. 2013).
Eine solche Darstellung war bei dem hier verwendeten Verfahren nicht méglich. Zhang
et al. (2008) zeigte, dass es einen Zusammenhang zwischen der DAPI-Intensitat und
dem Methylierungsgrad der DNA gibt. Sie untersuchten die male-specific region of Y-
chromosome (MSY) der Papaya, auf der Bereiche zu finden waren, die eine knoten-
oder kopfartige Struktur aufweisen und besonders stark durch den Fluoreszenzfarbstoff
angefarbt wurden. Dieser Effekt kam nicht nur durch die Menge der angefarbten DNA
zustande, sondern war mit einer verstarkten DNA-Methylierung assoziiert (Zhang et al.

2008). Auch unsere Ergebnisse weisen stark darauf hin, dass eine vermehrte Intensitat
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der DAPI-Fluoreszenz mit einem hohen DNA-Methylierungsgrad assoziiert ist, welcher
wiederum als epigenetische Modifikation angesehen werden kann.

Epigenetische Modifikationen sind teilweise hereditare, teilweise ontogenetisch ent-
standene chemische Veranderungen am Grundgertist der DNA, die dazu fuhren, dass
nur die fur die jeweilige Zelle spezifischen Proteine synthetisiert werden, wéhrend an-
dere Gene ausgeschaltet sind. Die Entwicklung eines jeden Individuums wird durch
diese Modifikationen gesteuert. Die DNA-Methylierung ist eine besonders haufig vor-
kommende epigenetische Modifikation, bei der eine Methylgruppe mit Hilfe einer
DNA-Methyltransferase auf eine Nukleinbase, meist Cytosin, Ubertragen wird (Jeltsch
2002). Die Cytosine kommen unter anderem in Form von CpG-Dinukleotiden, den so-
genannten CpG-Inseln, in den Promotoren nahezu aller Housekeeping-Gene und in ca.
der Halfte der zellspezifischen Gene vor (Guo et al. 2009). In undifferenzierten Zellen
sind die CpG-Inseln in den Promotoren der Gene, die mit Pluripotenz in Verbindung
gebracht werden, hypomethyliert, wodurch die Transkription erméglicht wird. Werden
sie wahrend der Embryonalentwicklung oder in Kultur durch DNA-Methyltransferasen
wie DnMt1, DnMt3A und DnMt3B methyliert, werden sie abgeschaltet. Das kontrollierte
Abschalten dieser Gene bewirkt die Differenzierung der Zellen und das Fortschreiten
der Embryonalentwicklung in vivo bzw. die Differenzierung der Zellen in vitro. Ist die
Funktion der Methyltransferasen gestort, bewirkt dies die Unterbrechung der Differen-
zierung (Medvedev et al. 2012). Auch fiir den Reprogrammierungsprozess ist die glo-
bale epigenetische Veranderung der DNA und der Histone unerlasslich. Erst durch die
Verschiebung der epigenetischen Landschaft der somatischen Zellen hin zu einer
stammzellspezifischen epigenetischen Modifikation wird die Transkription der Stamm-
zelltypischen Gene mdoglich (Gao et al. 2013).

Die methylierten Areale der DNA werden bei der DAPI-Farbung als helle, im Zellkern
verteilte Spots dargestellt. Die Intensitat dieser DAPI-Spots in den STRO-1-positiven
RPZ zeigt im Versuchsverlauf zyklische Schwankungen. Nach 48 h und nach 96 h ist
die durchschnittliche DAPI-Intensitat deutlich schwacher ausgeprégt als nach 24 h und
72 h (Abb. 13c). Insgesamt liegen Uber 79 % der gemessenen DAPI-Spots zwischen
500 und 800 I/um?, einem Bereich geringerer Methylierung (Abb. 11). Von einer ver-
mehrten Methylierung der Basen im Sinne einer DNA-Modifikation ist ab einer
DAPI-Intensitat von ca. 1200 I/um? oder mehr auszugehen. In diesem Bereich liegen
nur etwa 7,5 % der DAPI-Spots. Aufgrund dieser Beobachtungen ist anzunehmen,
dass es zu einer periodischen DNA-Demethylierung und in Folge dessen zu einer ge-
steigerten Transkription kommt. Die gemessenen Oct4-Intensitaten unterstiitzen diese
Hypothese. Die Bilder, auf deren Grundlage die Messungen angefertigt worden sind,
zeigen, dass das angeféarbte Oct4-Protein zu den jeweiligen Messzeitpunkten in ganz

unterschiedlichem Ausmal’ in den Zellen nachweisbar ist (Abb. 9) Nach 24 h ist Oct4
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in akkumuliertem Zustand in seinem Wirkungsort, den Nuklei der Zellen, lokalisiert. Die
fluoreszierenden Oct4-Spots weisen hohe Intensitaten auf, d.h. die Konzentration ist an
diesen Punkten auf der DNA besonders hoch (Abb. 13b, 13c). 24 h spater hat sich
zwar die durchschnittliche Oct4-Intensitat, die in diesem Zusammenhang ein Mal3 fur
die Oct4-Konzentration innerhalb der gemessenen Oct4-Flache ist, verringert
(Abb. 13c), die fluoreszierende Flache und die totale Intensitat haben sich jedoch sig-
nifikant vergréert (Abb. 13a, 13b). Die Flache des angefarbten Oct4-Proteins Ubertrifft
die DAPI-Flache. 42-49 % der STRO-1-positiven Zellen weisen zu diesem Zeitpunkt
nukleares und zytoplasmatisches Oct4 auf, nach 96 h sind es etwa 11 %. Zu den Ubri-
gen Zeitpunkten wurde kein zytoplasmatisches Oct4 detektiert. Im Zuge der oben be-
schriebenen vermehrten DNA-Demethylierung kommt es offensichtlich zu einer Anhau-
fung des Proteins im Zytoplasma, was unserer Ansicht nach auf eine vermehrte Oct4-
Proteinproduktion in den Zellen schlieRen lasst. Lee et al. (2006) postulierten neben
weiteren Autoren, dass sich die Isoformen von Oct4 anhand der Lokalisationen in den
Zellen Kklar differenzieren lassen. Wahrend das als Transkriptionsfaktor wirksame
Oct4A im Zellkern lokalisiert sei, finde sich Oct4B in den zytoplasmatischen Komparti-
menten der Zelle. Au3erdem sei zu beachten, dass es neben den beiden Hauptisofor-
men eine betrachtliche Anzahl an Pseudogenen gebe, die falsch-positive Ergebnisse
erzeugen koénnen (Lee et al. 2006; Liedtke et al. 2008). Oka et al. (2013) zeigten hin-
gegen, dass es sich bei dem aktiven Oct4A um ein Protein handelt, das zwischen dem
Zellkern und dem Zytoplasma hin und her pendelt. Es wird durch das Transportprotein
Importin a vom Zytoplasma in den Nucleus importiert, wahrend der Export primar tber
passive Diffusion bewerkstelligt wird. Um als Transkriptionsfaktor, der den undifferen-
Zierten Status der embryonalen Stammzellen aufrechterhéalt, wirksam zu werden, muss
Oct4 nur vorriibergehend im Nukleus lokalisiert sein. Im Gegensatz dazu muss es bei
der Induktion der zellularen Reprogrammierung eine bestimmte Zeit im Zellkern ver-
bleiben, um essentielle, transkriptionsunabhangige Reaktionen wie das Chromatin-
Remodeling oder bestimmte epigenetische Veranderungen zu induzieren. Das Oct4-
Protein erfullt demnach unterschiedliche Funktionen bei der Selbsterneuerung in emb-
ryonalen Stammzellen und bei der Reprogrammierung in somatischen Zellen und kann
— anders als bisher angenommen — durchaus auch im Zytoplasma der Zellen vorkom-
men (Oka et al. 2013). Diese Hypothese deckt sich mit den Ergebnissen der vorliegen-
den Arbeit.

Die Immunfluoreszenzaufnahmen nach 48 h und 96 h zeigen eine weitere Besonder-
heit: Ein Teil der Zellen bildet tubulére Fortsatze aus, von denen wiederum einige wie
Zell-zu-Zellverbindungen imponieren. In diesen Zell-zu-Zellverbindungen liel3 sich nach

48 h und 96 h ebenfalls eindeutig angefarbtes Oct4-Protein nachweisen.
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Das Zellen (insbesondere jene, die sich in Kultur befinden) derartige Fortsatze ausbil-
den koénnen, ist hinlanglich bekannt. Rustom et al. beschrieben 2004 als Erste die so-
genannten , Tunneling Nanotubes” (TNT). Es handelt sich dabei um lange, dinne,
Aktin-haltige Briicken, die Zellen in Kultur miteinander verbinden kénnen und seitdem
in einer Vielzahl von kultivierten Zelltypen aber auch in vivo gefunden wurden (Rustom
et al. 2004). In Immunzellen, neuronalen Zellen und Primarkulturzellen sind sie am
besten untersucht. Sie bieten neben den bekannten Kommunikationswegen via Gap
Junctions und Exosomen die Moglichkeit zur direkten Kommunikation, was essentiell
fur das Uberleben multizellularer Organismen ist, da ohne einen solchen Austausch
von Informationen Prozesse wie das Remodeling von Geweben und Organen, das
Wachstum, die Zellteilung oder das Reagieren des Organismus auf einen Stimulus
nicht stattfinden kdnnten. Die TNT fungieren als Leitung fir zytosol- und membrange-
bundene Molekile oder Zellorganellen (Marzo et al. 2012). Abhéangig vom zellularen
System kdnnen sie den interzellularen Transfer von z. B. Kalziumionen, Membrankom-
ponenten oder kleinen Organellen des endosomalen und lysosomalen Systems bis hin
zu groRBeren Organellen wie Mitochondrien bewerkstelligen oder zur Verbreitung von
Pathogenen beitragen. Auch die Zellmigration kann tUber die TNT initiiert werden. Der-
zeit sind zwei unterschiedliche Arten von TNT bekannt: dinne, die nur F-Actin enthal-
ten, und dickere, die im Durchmesser gréf3er sind und neben F-Actin auch Microtubuli
enthalten. Die Zellen, welche die TNT ausbilden, nehmen auf diese Weise direkten
Einfluss auf die Zellen ihrer Umgebung (Zani und Edelman 2010). Plotnikov et al. zeig-
ten in ihrer Studie von 2010, dass die Tubuluszellen von Ratten unter Co-Kultivierung
mit humanan KM-MSZ einen unidirektionalen Transfer auf die MSZ ausuliben, in denen
anschliel3end die Differenzierung initiiert wird (Plotnikov et al. 2010). Marzo et al. zeig-
ten, dass die Zellen auf verschiedene endogene oder exogene Stimuli mit der Ausbil-
dung von spezifischen, der Situation angepassten TNT reagieren, die entweder uni-
oder bidirektionale Transporte erlauben. So bilden beispielsweise Zellen, die durch die
Behandlung mit Wasserstoffperoxid einem Stressor ausgesetzt waren, unidirektionale
TNT aus und ubertragen ihre Organellen auf andere Zellen (Marzo et al. 2012). In wei-
teren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass unsere TNT
sowohl Actin- als auch Tubulinfilamente enthielten (Rolf et al. 2012). In diesen Unter-
suchungen konnte auf3erdem der Transport von markiertem Oct4-Protein in den TNT
bewiesen werden. Dies legte die Vermutung nahe, dass die STRO-1-positiven RPZ
Uber solche Zell-zu-Zellverbindungen — mdglicherweise in einem festgelegten Zyklus —
das Oct4-Protein auf andere Zellen Ubertragen. Gleichzeitig gab uns dies eine Erkla-
rung fur das hohe Oct4-Aufkommen im Zytoplasma der Zellen zu diesen Zeitpunkten.
Der nachfolgende Co-Kultivierungsversuch mit den Oct4-GFP-MEF sollte zeigen, dass
es tatsachlich zu einer Ubertragung des Oct4-Proteins zwischen zwei Zellen kommt. In
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Anbetracht der Ergebnisse erscheint es naheliegend, dass die Ubertragung von Oct4
uber die TNT auf die Empfangerzelle die Oct4-Transkription induziert. Eine Ubertra-
gung Uber andere Transportwege erscheint eher unwahrscheinlich, da zum einen der
Exosomentransport ausgeschlossen werden konnte und zum anderen der Transport
des Proteins in den TNT's in unseren Versuchen nachgewiesen wurde (Rolf et al.,
2012). Erstaunlich ist die kurze Latenzzeit von Beginn der Co-Kultivierung und dem
Nachweis beginnender Oct4-Expression. Die in dieser Arbeit beschriebene geringe
Latenzzeit von 24 Stunden mit einem Expressionsmaximum des Oct4-Promotors in
den Mausfibroblasten bereits nach 48 Stunden steht in einem gewissen Widerspruch
zu den Ergebnissen von Wernig et al. (2007) und Brambrink et al. (2008). In beiden
Arbeiten wurde die Reprogrammierung der Mausfibroblasten mit Hilfe lentiviraler Vek-
toren vorgenommen. Die Detektion einer Oct4-Promotor-induzierten griinen Fluores-
zenz konnte dabei erstmals nach 6 Tagen (Wernig et al., 2007) und bei Brambrink et
al. (2008) nach 16 Tagen ab Reprogrammierungsbeginn festgestellt werden. Die Er-
gebnisse dieser beiden Arbeiten lassen sich jedoch nicht direkt mit denen der vorlie-
genden Arbeit vergleichen, da im Gegensatz zu unseren Versuchen dort eine Repro-
grammierung durch lentivirale Vektoren stattfand, die selbst auch sicher mit einer ge-
wissen Vorlaufzeit verbunden sein wird. In der Arbeit von Brambrink et al. wurde die
Flowzytometrie zum Nachweis der grinen Fluoreszenz verwandt, die gegeniber der
direkten Fluoreszenzmikroskopie bei der Beobachtung der Kulturen eine erheblich ge-
ringere Empfindlichkeit aufweist. Auf diese geringere Sensitivitdt verweisen auch die
Autoren in ihrer Arbeit.

Weiterhin ist bemerkenswert, dass das Oct4-Protein Uber die Grenzen verschiedener
Spezies hinaus einen funktionalen Wirkungseffekt erzielt, welches die Hypothese eines
evolutiondr konservierten Pluripotenznetzwerks unterstiitzt. Die Reprogrammierung
somatischer Zellen ist derzeit einer der meist beachteten Bereiche der regenerativen
Medizin und der Stammzellforschung. Es existieren drei etablierte Verfahren: die Zell-
fusion, der Zellkerntransfer und die induzierte Pluripotenz durch definierte Faktoren
(Sumer et al. 2010; Yamanaka und Blau 2010). Bei der Zellfusion, die chemisch oder
durch elektrische Impulse initiiert werden kann, werden beispielsweise humane Fib-
roblasten mit humanen embryonalen Stammzellen, aber auch mit Zellen anderer Spe-
zies fusioniert. Daraus entstehen Hybridzellen mit einer stabilen, tetraploiden DNA oder
mehrkernige Zellen, sogenannte Heterokaryons, die nicht mehr proliferationsféahig sind.
Beide haben jedoch die charakteristischen Eigenschaften embryonaler Stammzellen
und bieten ein gutes Forschungsmodell, da es sich hierbei um eine technisch relativ
einfache Methode handelt (Cowan 2005; Yamanaka und Blau 2010). Im Gegensatz
dazu ist der Zellkerntransfer ein sehr aufwendiges Verfahren, bei dem die beteiligten

Zellen einem hohen Mal3 an Stress ausgesetzt sind, und das dariiber hinaus bisher nur
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manuell durchgefihrt werden kann. Einer Oozyte werden in einer Zellphase, in der die
Kernhtille abgebaut ist, die kondensierten Chromosomen samt Spindelapparat ent-
nommen. Die reprogrammierenden Faktoren, die normalerweise im Zellkern lokalisiert
sind, verteilen sich zu diesem Zeitpunkt im Zytoplasma der Zelle. Der Zellkern einer
somatischen Zelle wird in die Oozyte eingebracht, was dazu fuhrt, dass die vorhande-
nen Pluripotenzfaktoren die charakteristischen Gene der embryonalen Stammzellen
reaktivieren. So ist eine sehr schnelle Reprogrammierung maglich, die jedoch aufwen-
dig und wenig effizient ist (Cowan 2005; Yamanaka und Blau 2010). Die Reprogram-
mierung durch das Einbringen retroviraler Transgene in adulte somatische Zellen, die
sogenannte induzierte Pluripotenz, stellt das dritte Verfahren dar. Die Transduktion von
Oct4, c-Myc, Sox2, KIf4 und Nanog bewirkt dabei das Zurtickdifferenzieren der Zelle in
einen pluripotenten Zustand. Diese Zellen sind anschlieRend in der Lage, in die Linien
aller drei Keimblatter zu differenzieren (leda 2013; Kim et al. 2009, Yamanaka und
Takahashi 2006). Dieses Verfahren ist fur die Zellen vertraglicher, mit deutlich weniger
technischem Aufwand verbunden und auch aus ethischen Aspekten vorzuziehen. Dar-
uber hinaus bietet es in Bezug auf das Tissue-Engineering und die Zelltherapie patien-
tenadaptierte Behandlungsmaoglichkeiten. Gemein ist diesen drei Verfahren die Deme-
thylierung der Promotoren jener Gene, welche die Transkriptionsfaktoren kodieren. Ihre
Aktivierung fuhrt schlussendlich zur Transkription der stammzellspezifischen Gene, die
den Phanotyp der Zelle verandern. Au3erdem zeigen sich in den Zellen eine Verlange-
rung der Telomere und eine erhdhte Telomeraseaktivitat, die zur Zellverjingung bei-
tragt (Yamanaka und Blau 2010).

Die Beobachtungen, die im Rahmen dieser Arbeit gemacht wurden und der derzeitige
Stand der Wissenschaft fuhren zu der Schlussfolgerung, dass es in den durchgefihr-
ten Versuchen zu einer endogen induzierten Reprogrammierung gekommen sein kénn-
te, die durch die Ubertragung von Oct4 und méglicherweise weiteren Transkriptionsfak-
toren von einer Spender- auf eine Empfangerzelle initiiert wurde. In der bisherigen Lite-
ratur werden solche Mechanismen nicht beschrieben. Es ist aber fraglich, warum ein
Verfahren, das erfolgreich artifiziell durchgefuhrt werden kann, nicht auch im lebenden
Organismus von Bedeutung sein soll, zumal die Voraussetzungen dafir gegeben sind.
Die beschriebenen Zell-zu-Zellverbindungen, der Nachweis des Oct4-Proteins in die-
sen Verbindungen sowie die von Rolf et al. bereits vertffentlichten Erkenntnisse in Be-
zug auf den Oct4-Transport und die Oct4-Produktion in den Cerviden-Stammzellen
unterstitzen diese Hypothese. Es wéare eine Erklarung fir das enorme Wachstum der
Hirschgeweihe in den Regenerationsphasen. Nach unserer Hypothese werden im
Rahmen des jahrlichen Regenerationszyklus die MSZ in den Stammzellnischen des
Rosenstockperiosts aktiviert. Diese beginnen nicht nur zu proliferieren, sondern tber-

tragen auch einen oder mehrere Transkriptionsfaktoren auf benachbarte, differenzierte
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Zellen der Nische. Diese verandern ihre Expressionsmuster durch die Demethylierung
bestimmter Promotoren und werden zu multipotenten Progenitorzellen, die die Ge-
weihregeneration unterstiitzen. Durch diese Rekrutierung somatischer Zellen kann
zusatzlich zur ,normalen” Proliferation der MSZ eine Beschleunigung des Geweih-
wachstums erzielt werden.

Es bleibt aber die Frage zu klaren, ob die Oct4-Ubertragung tatsachlich eine Repro-
grammierung nach sich zieht und ob im Falle einer endogen induzierten Reprogram-
mierung noch weitere Faktoren dazu benétigt werden. Um dies endgiiltig zu beantwor-

ten, sind weiterfihrende Untersuchungen notwendig.
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5 Zusammenfassung

Das jahrliche Geweihwachstum der Cervidae ist das einzige existierende Beispiel einer
vollstdndigen Organregeneration bei adulten Saugetieren. Dies und die strukturelle
Ahnlichkeit zu menschlichen Knochenstrukturen machen das Geweih der Hirsche zu
einem idealen osteologischen Forschungsmodell, das wichtige neue Erkenntnisse im
Bereich der regenerativen Medizin erbringen kann. Die Regeneration des Geweihkno-
chens wurde lange Zeit ausschlief3lich auf die Dedifferenzierung periostaler Zellen des
Rosenstockperiosts (RP) zurtickgefuhrt. Jiingste Untersuchungen zeigten jedoch, dass
im Rosenstockperiost STRO-1-positive mesenchymale Stammzellen lokalisiert sind,
die fur die Geweihregeneration mitverantwortlich gemacht werden kénnen. Ziel dieser
Arbeit war es daher, das Proliferations- und Expressionsverhalten dieser STRO-1-
positiven und auch der STRO-1-negativen Zellfraktion des RP néher zu charakterisie-
ren und zu vergleichen. Auf3erdem sollte die Frage geklart werden, ob die Transkripti-
onsfaktoren c-Myc, Sox2, Nanog, Klf4 und insbesondere das ,Masterregulator-Gen*

Oct4 in diesen Zellen exprimiert werden.

Methodik: Das RP-Gewebe wurde zu Beginn der jahrlichen Regenerationsphase von
einem vierjahrigen Damhirsch entnommen. Die Anzucht der Primarkultur erfolgte in
Dulbecco’s-Modified-Eagle-Medium (DMEM) und in NH Medium, einem proliferations-
fordernden Spezialmedium fiir nicht-hamatopoetische Stammzellen, um potentielle
Einflisse des Nahrmediums auf die Zellproliferation abzuklaren. Die Gewebestiickchen
wurden jeweils bei konfluentem Zellwachstum insgesamt 14-mal hintereinander in
neue Kulturschalen umgesetzt, die gewonnenen Zellen gezahlt und mit Hilfe des
STRO-1-Oberfachenmarkers sortiert. Durch RT-PCR und nachfolgende Gelelektropho-
rese wurde die jeweilige Expression der oben genannten Transkriptionsfaktoren darge-
stellt. AnschlieBend sollte immunhistochemisch der optische Nachweis des Oct4-
Proteins im Zellkern der fixierten Zellen erbracht werden. Dazu wurden die Zellkerne
mit DAPI und eventuell nachweisbares Oct4-Protein mit Cy5 markiert, licht- und fluo-
reszenzoptisch mit Mehrkanalaufhahmen erfasst und mit einem Imageanalysesystem
ausgewertet. AnschlieBend wurde versucht, anhand der hellen Spots in der DAPI-
Fluoreszenz im Zellkern das Ausmald der DNA-Methylierung zu erfassen und diese mit
dem Auftreten des Oct-4-Proteins in einen zeitlichen Bezug zu setzen. Dafir wurden
die Intensitaten und die Flachen beider Fluorochrome zu vermessen und in Abhéngig-
keit von der Kulturdauer (nach 24h, 48h, 72h, 96h und 144h) in einem Koordinatensys-
tem aufgetragen. Ziel dieses Untersuchungsteils war es somit, den von uns als Ar-
beitshypothese postulierten Zusammenhang zwischen dem Methylierungsgrad der
DNA und der Aktivierung des Oct4-Masterrelator-Gens zu verifizieren. Um die Fahig-
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keit von STRO-1-positiven Zellen zur Ubertragung von Oct4 auf benachbarte andere
Zellen zu Uberprifen, wurde eine Co-Kultur mit embryonale Mausfibrozyten angelegt,
bei denen die Expression von Oct4 mit der GFP-Expression gekoppelt war, so dass sie

bei der Ubertragung des Oct4-Proteins griin fluoreszierten.

Ergebnisse: Im NH-Medium fand sich eine 3,5-mal hohere Gesamtzellzahl als im
DMEM. Der relative Anteil der STRO-1 positiven Zellen war jedoch in der NH Kultur
geringer als im DMEM (NH-Medium: 21,07+ 8,27%; DMEM: 30,9+13,11 %). Das zeit-
abhangige Auswachsen der Zellen aus den Gewebestiickchen, ergibt sich aus der ku-
mulierten Zellzahl der 14 Gewebepassagen und folgt in beiden Kulturmedien einer
streng linearen Beziehung (NH-Medium: r2=0,99, p<0,001; DMEM: r2=0,97, p<0,001).
Das NH Medium filhrte mit einer taglichen Wachstumsrate von 1,2x10° Zellen gegen-
iiber dem DMEM mit 0,34x10° Zellen zu einem héheren Zellertrag und einer daraus
resultierenden deutlich héheren absoluten Anzahl an STRO-1-positiven mesenchyma-
len Stammzellen. Sowohl die STRO-1 positiven- als auch die STRO-1-negativen Zell-
populationen exprimierten die sogenannten Yamanaka-Faktoren c-Myc, Sox2, Nanog,
KIf4 und Oct4. Die Expressionen erwiesen sich als medien- und zeitabhangig. C-Myc
wurde im DMEM, insbesondere von den STRO-1-negativen RP-Zellen, in geringerem
Ausmal exprimiert als von den Zellen im NH Medium. Die Expressionen nahmen ins-
gesamt mit zunehmender Kulturdauer ab. Durch die immunhistochemische Farbung
wurde in einem Teil der fixierten Zellen das Oct4-Protein sowohl im Nucleus als auch
im Zytoplasma und in Zell-Zell-Verbindungen nachgewiesen. Bei der Auswertung der
Fluoreszenzintensitaten von DAPI und Cy5 wurden die totale und die mittlere Intensitéat
bertcksichtigt. Die mittlere Intensitat kann als Ausdruck der durchschnittlichen Kon-
zentration pro Pixel betrachtet werden, wéhrend die totale Intensitéat als Mal® der Ge-
samtkonzentration angesehen werden kann, da sie die Fluoreszenzflache mit ein-
schlie3t. Nach 24 h waren die mittlere und totale DAPI-Fluoreszenz aufgrund vieler
besonders hell fluoreszierenden Spots in den Zellkernen am intensivsten. Im Gegen-
satz dazu war die Cy5-Fluoreszenz sehr gering. Die mittlere und totale Cy5-
Fluoreszenz des Oct4-Proteins zeigten in einem Intervall von 48 Stunden gegensinni-
ges Verhalten, indem die totale Intensitat hoch und die mittlere Intensitat niedrig waren.
Wurden DNA-Methylierung und Oct4-Protein im Zellkern verglichen, fielen im 48-
stiindigen Zeitintervall gleichsinnige Veranderungen auf. Oct4 zeigt nach 48 h und 96 h
Kulturdauer jeweils Spitzenwerte mit abnehmender Tendenz. Die DAPI-Intensitat
nimmt ebenfalls ab. Im Zeitraum zwischen 24 h und 48 h sowie zwischen 72 h und
96 h kam es zur Demethylierung der DNA und gleichzeitig zu einer vermehrten Anrei-
cherung des Oct4-Proteins im Nucleus und im Zytoplasma der untersuchten Zellen. Im

nachfolgenden Kokulturexperiment konnte eine Ubertragung von Oct4 der STRO-1-
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positiven Zellen auf die Oct4-Promotorzellen nachgewiesen werden. Das Maximum der
GFP-Fluoreszenz der Promotorzellen zeigt sich bereits nach 48 h und stimmt mit dem
Ausmald des immunhistochemischen Nachweises des Oct4-Proteins in den STRO-1-

positiven Zellen tberein.

Schlussfolgerungen: Die relative und absolute Anzahl von STRO-1-positiven Stamm-
zellen in der Kultur hangt stark vom Kulturmedium ab. Sowohl STRO-1-positive als
auch STRO-1-negative Zellen des Rosenstockperiosts exprimieren alle Yamanaka-
Faktoren, allerdings zeitabhéngig in unterschiedlichem Ausmall. Die beschriebenen
Beobachtungen unterstutzen ferner die Hypothese, dass der Methylierungsgrad der
DNA mit der Menge an Oct4-Protein im Zellkern zeitabhangig korreliert ist. Da zu den
Zeitpunkten der vermehrten Oct4-Expression (48 h und 96 h) das Oct4-Protein eindeu-
tig im Zytoplasma und in den Zell-Zell-Verbindungen nachgewiesen werden konnte, ist
zu vermuten, dass es zu einem direkten Zell-zu-Zell-Transport und damit zu einer
Ubertragung von Oct4 auf die Zielzellen kommt. In den Empfangerzellen kommt es
nach der Ubertragung wiederum zu einer vermehrten Oct4-Expression.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit fihren zu der Schlussfolgerung, dass Tran-
skriptionsfaktoren wie Oct4 wahrend der Geweihregeneration von den STRO-1-
positiven mesenchymalen Stammzellen auf benachbarte, differenzierte Zellen lGbertra-
gen werden kénnen, wodurch es zur induzierten Pluripotenz und endogenen Dediffe-
renzierung der Empfangerzellen kommen kénnte. Die auf diese Weise rekrutierten Zel-
len waren dann anschliel3end wieder in der Lage, stark zu proliferieren, in verschiede-
ne mesenchymale Zelltypen zu differenzieren und sich am Regenerationsprozess zu
beteiligen sowie diesen erheblich zu beschleunigen. Zur endgltigen Abklarung dieser
Schlussfolgerungen bedarf es jedoch weiterer Untersuchungen, die das Verhalten der
Empfangerzellen nach der Oct4-Ubertragung klaren.
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6 Anhang

Tab. 2 und 3: Zellzahlen, prozentualer Anteil der STRO-1-positiven und -negativen

Zellen sowie die kumulierten Zellzahlen aus den Gewebepassagen C1 bis C14 der aus

dem Periost gewonnen Zellen im NH-Medium. Ferner angegeben sind die Gesamtmit-

telwerte, Mediane und Standardabweichungen (SD).

Tab. 2 NH-Medium

G-passage Zellzahl % positive % negative kum. Tage kum. Zellzahl
Cc1 2610000 38,91 61,09 12,00 2610000,00
Cc2 2900000 - - 20,00 5510000,00
c3 4500000 26,90 73,10 25,00 10010000,00
ca 10000000 - e 32,00 20010000,00
c5 4570000 10,93 89,07 37,00 24580000,00
C6 8570000 - e 44,00 33150000,00
c7 7980000 @ - - 51,00 41130000,00
c8 8494000 26,76 73,24 58,00 49624000,00
Cc9 9385000 12,62 87,38 65,00 59009000,00
c10 11200000 22,12 77,88 72,00 70209000,00
C11 10434000 18,24 81,76 79,00 80643000,00
C12 7821000 16,77 83,23 87,00 88464000,00
c13 14283333 21,79 78,21 95,00 102747333,33
Ci4 10800000 15,67 84,33 102,00 113547333,33
Mittelwert 8110523,81 21,07 78,92

SD 3384469,26 8,27 8,27

Tab. 3 DMEM

G-passage Zellzahl % positive % negative kum. Tage kum. Zellzahl
Cc1 2670000,0000 34,5794 65,4206 12,0000 2670000,0000
Cc2 1600000,0000 20,0000 4270000,0000
c3 2400000,0000 44,5344 55,4656 25,0000 6670000,0000
ca 5480000,0000 32,0000 12150000,0000
c5 1950000,0000 16,0358 83,9642 37,0000 14100000,0000
C6 3000000,0000 44,0000 17100000,0000
c7 1970000,0000 51,0000 19070000,0000
c8 2219000,0000 49,2914 50,7086 58,0000 21290000,0000
Cc9 2161000,0000 31,6447 68,3553 65,0000 23450000,0000
C10 2692000,0000 34,1460 65,8540 72,0000 26140000,0000
Cc11 1514800,0000 14,9502 85,0498 79,0000 27650000,0000
C12 3152333,3333 38,9282 61,0718 87,0000 30800000,0000
C13 733233,3333 13,9922 86,0078 95,0000 31530000,0000
Ci4 332033,3333 102,0000 31860000,0000
Mittelwert 2276742,8571 30,90 69,10

SD 1218868,8077 13,11 13,11
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Tab. 4 Deskriptive Daten der Zellzahlen im NH- und DMEM

G-passage Kulturdauer Zellzahl Zellzahl/Tag Zellzahl Zellzahl/Tag
(d) NH-Medium NH-Medium NH-Medium  NH-Medium
Cc1 12,00 2610000,00 217500,00 2670000,00 222500,00
C2 8,00 2900000,00 362500,00 1600000,00 200000,00
Cc3 5,00 4500000,00 900000,00 2400000,00 480000,00
Ca 7,00 10000000,00 1428571,43 5480000,00 782857,14
C5 5,00 4570000,00 914000,00 1950000,00 390000,00
C6 7,00 8570000,00 1224285,71 3000000,00 428571,43
c7 7,00 7980000,00 1140000,00 1970000,00 281428,57
C8 7,00 8494000,00 1213428,57 2219000,00 317000,00
Cc9 7,00 9385000,00 1340714,29 2161000,00 308714,29
C10 7,00 11200000,00 1600000,00 2692000,00 384571,43
C11 7,00 10434000,00 1490571,43 1514800,00 216400,00
C12 8,00 7821000,00 977625,00 3152333,33 394041,67
C13 8,00 14283333,33 1785416,67 733233,33 91654,17
C14 7,00 10800000,00 1542857,14 332033,33 47433,33
Summe 113547333,33 31874400,00
Mittelwert 1152676,45 324655,14
SD 450445,66 181568,06

Tab. 5 Intensitaten und Flachen der gemessenen DAPI und Oct4-Fluoreszenzen auf

die Gesamtflache bezogen. 238 Zellen.

Zellzahl Kulturzeit Zellkernfld-  DAPI-Intensitdit  Oct4-Flache  Oct4-Intensitat
che
4 24 844 1299051 82,6389 242474
2 24 498 565063 76 101497
48 1163 1364251 2420 3460314
12 48 1231 1117768 513 891219
9 48 1163 1364251 3583 4824565
9 48 1382 1542556 3861 4395685
4 48 621 1034951 1686 2497141
11 48 1782 2553014 1740 2812472
11 48 1663 1990241 1047 2059282
14 72 2185 2486810 242 421366
24 72 3321 3431297 534 971843
13 96 2711 3030613 201 381719
16 96 2085 2399522 647 1105400
12 96 1897 2595198 2029 2839012
22 96 968 858510 243 349654
16 96 1784 1721624 868 1027983
54 144 1830 1290072 123 230591
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Tab. 6 Ubersichtsdarstellung der Intensitaten und Flachen der gemessenen DAPI und

Oct4-Fluoreszenz der Immunfluoreszenzaufnahmen pro Zelle.

Zellkernflache DAPI- DAPI- Oct4- Oct4- Oct4-Intensitit /
Intensitat Flache Flache Intensitat Zellkernflache
198 305659 1540 19 57053 287
249 282532 1136 38 50749 204
155 181900 1173 323 461375 2976
101 91246 908 42 72753 724
137 160500 1173 422 567596 4149
154 171395 1116 429 488409 3181
148 246417 1668 401 594557 4024
166 237490 1433 162 261625 1579
154 184282 1196 97 190674 1238
162 184208 1138 18 31212 193
140 144476 1033 22 40920 293
209 233124 1118 15 29363 141
130 149970 1151 40 69088 530
165 225669 1368 176 246871 1496
45 39931 887 11 16263 361
115 111073 965 56 66321 576
34 23890 705 2 4270 126
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Tab. 7. Auflistung und Nummerierung der PCR-Proben der STRO-1-positven

und -negativen RPZ

Nr. Passage Datum Medium  1.Sortierung 2.Sortierung 3.Sortierung
1 I 08.06.2012 NH STRO-1 + keine keine

2 I 08.06.2012 NH STRO-1 - keine keine

3 I 08.06.2012 DMEN STRO-1 + keine keine

4 I 08.06.2012 DMEM STRO-1 - keine keine

5 llla 16.06.2012 NH STRO-1 + keine keine

6 llla 16.06.2012 NH STRO-1 - keine keine

7 llla 16.06.2012 DMEM STRO-1 + keine keine

8 llla 16.06.2012 DMEM STRO-1 - keine keine

9 b 21.06.2010 NH STRO-1 + STRO-1 + keine

10 b 21.06.2010 NH STRO-1 + STRO-1 - keine

11 b 21.06.2010 NH STRO-1 - STRO-1 + keine

12 b 21.06.2010 NH STRO-1 - STRO-1 - keine

13 lllc 28.06.2010 DMEM STRO-1 + STRO-1 + keine

14  llic 28.06.2010 DMEM STRO-1 + STRO-1 - keine

15 lllc 28.06.2010 DMEM STRO-1 - STRO-1 + keine

16 llic 28.06.2010 DMEM STRO-1 - STRO-1 - keine

17 llid ? NH STRO-1 + STRO-1 + STRO-1 +
18 llid ? NH STRO-1 + STRO-1 + STRO-1 -
19 llid ? DMEM STRO-1 + STRO-1 + STRO-1 +
20 lid ? DMEM STRO-1 + STRO-1 + STRO-1 -
21V 28.06.2010 NH STRO-1 + keine keine
22V 28.06.2010 NH STRO-1 - keine keine
23V 28.06.2010 DMEM STRO-1 + keine keine
24V 28.06.2010 DMEM STRO-1 - keine keine

25 VI 19.07.2010 NH STRO-1 + keine keine

26 VIl 19.07.2010 NH STRO-1 - keine keine

27 VI 19.07.2010 DMEM STRO-1 + keine keine

28 VI 19.07.2010 DMEM STRO-1 - keine keine

29 IX 26.07.2010 NH STRO-1 + keine keine

30 IX 26.07.2010 NH STRO-1 - keine keine

31 IX 26.07.2010 DMEM STRO-1 + keine keine

32 IX 26.07.2010 DMEM STRO-1 - keine keine

33 X 02.08.2010 NH STRO-1 + keine keine

34 X 02.08.2010 NH STRO-1 - keine keine

35 X 02.08.2010 DMEM STRO-1 + keine keine

36 X 02.08.2010 DMEM STRO-1 - keine keine

37 Xl 09.08.2010 NH STRO-1 + keine keine

38 Xl 09.08.2010 NH STRO-1 - keine keine

39 Xl 09.08.2010 DMEM STRO-1 + keine keine
40 Xl 09.08.2010 DMEM STRO-1 - keine keine

56



Anhang

41
42
43
44
45
46
47
48
49

Xl
Xl
Xl
Xl
Xl
X
Xl
X
H20

17.08.2010
17.08.2010
17.08.2010
17.08.2010
24.08.2010
24.08.2010
24.08.2010

NH
NH
DMEM
DMEM
NH
NH
DMEM

24.08.2010 DMEM

STRO-1 +
STRO-1 -
STRO-1 +
STRO-1 -
STRO-1 +
STRO-1 -
STRO-1 +
STRO-1 -

keine
keine
keine
keine
keine
keine
keine
keine

keine
keine
keine
keine
keine
keine
keine
Keine
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Abb.15 Nachweis der GAPDH-Expression (216 bp) durch RT-PCR und Gelelektropho-
rese in den STRO-1-positiven und -negativen RPZ (Nummerierung siehe Tab. 7) (H=
H,o0; L= Ladder)
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Abb. 16 Nachweis der c-Myc-Expression (330 bp) durch RT-PCR und Gelelektropho-

rese der STRO-1-positiven und -negativen RPZ (Nummerierung siehe Tab. 7).
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Abb. 17 Nachweis der Sox2-Expression (340 bp) durch RT-PCR und Gelelektrophore-
se der STRO-1-positiven und -negativen RPZ (Nummerierung siehe Tab. 7).
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Abb. 18 Nachweis der Nanog-Expression (275 bp) durch RT-PCR und Gelelektropho-
rese der STRO-1-positiven und -negativen RPZ (Nummerierung siehe Tab. 7).
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Abb. 19 Nachweis der Oct4-Expression (335 bp) durch RT-PCR und Gelelektrophore-
se der STRO-1-positiven und negativen RPZ (Nummerierung siehe Tab. 7).
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Abb. 20 Nachweis der Kfl-4-Expression (565 bp) durch RT-PCR und Gelelektrophore-
se der STRO-1-positiven und -negativen RPZ (Nummerierung siehe Tab. 7).
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Tab.8 Medien und Zusatze

Medien und Zuséatze

Hersteller

Bestellnummer.

Monoklonaler  Anti-humaner
STRO-1 Antikdrper

DMEM (Dulbecco’'s Modified
Eagle Medium)
NH-Expansion Medium

fetales Kéalberserum (FKS)

Gentamycin

D-PBS, fliissig
ohne Mg"
ohne Ca**

Trypsin-EDTA , 0,05% Trypsin

RNeasy Protect Mini Kit

RNase-Free DNase Set

iScript cDNA Sythesis Kit 100

Go Taqg Green Master Mix

Nuclease Free Water

100bp DNA Ladder

UltraPure Ethidi-

umbromid

10mg/ml

Amphotericin

DAPI-Fluoreszensfarbstoff
(4',6-Diamidin-2-phenylindol)
Hoechst 33342

Fluoreszin Isothiocynat
(FITC)-konjungierter anti-
mouse IgM Antikdrper

Donkey  Anti-Rabbit IgG
NL557 Affinit Purified PADb,
Donkey 1gG

R&D Systems
www.RnDSystems.com

Gibco Invitrogen, Karlsruhe

MACS Miltenyi Biotec
www.miltenyibiotec.com

Biochrom AG, Berlin

Biochrom AG, Berlin
www.biochrom.de

GIBCO
Invitrogen Corporation, Karlsruhe
Www.invitrogen.com

GIBCO
Invitrogen Corporation, Karlsruhe
www.invitrogen.com

QIAGEN GmbH, Hilden
www.giagen.com

QIAGEN GmbH, Hilden
www.giagen.com

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
www.bio-rad.com

Promega GmbH
Mannheim
WWW.promega.com

Promega GmbH
Mannheim
Www.promega.com

GIBCO
Invitrogen Corporation,
ruheowww.invitrogen.com

Karls-

GIBCO
Invitrogen Corporation, Karlsruhe
www.invitrogen.com

BD Bioscience Pharmingen
Heidelberg
www.bdeurope.de

R&D Systems Minneapolis
http://www.rndsystems.com

Mab 1038

21885-025

130-091-680

S0115

A 2712

14190-094

25300-054

74126

79254

170-8891

P1193

15628-050

15585011

NL 004
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NorthernLights 557 Fluoro-
chrome-labeled Antibody, X
Absorbed

Rat Anti Mouse IgM Mi-
crobeads
CD 133 Mircobead Kit

CD 271 (LNGFR) Biotin

CD 271 (LNFR) FITC

Swine Serum

Antibody Diluent

With Background Redoucing

Components
Fluorserve™ Reagent

mouse embryonic fibroblasts,
MEF

MEF-Kulturmedium

anti-human Oct-3/4

MACS Miltenyi Biotecs www.miltenyibiotec.com

MACS Miltenyi Biotecs www.miltenyibiotec.com

MACS Miltenyi Biotecs www.miltenyibiotec.com

MACS Miltenyi Biotecs www.miltenyibiotec.com

DakoCytomation X0901
DakoCytomation

Calbiochem (EMD Millipore)
www.calbiochem

Stemgent™ Oct4-GFP MEF, Miltenyi Biotec Inc.,
Bergisch Gladbach, Germany

Stemgent™, San Diego, USA

H-34:s¢c-9081, polyclonal, Santa Cruz Biotechnol-
ogy Inc.

130-047-301
130-050801
130-091-883

130-091-917

345787
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Tab. 9 Labormaterialien

Material Hersteller Bestellnummer.
Petrischalen Sarstedt, Sarstedt AG & CO, Numbrecht 831801
75cm’Kulturflschen Sarstedt AG&Co., Numbrecht
www.sarstedt.com
Sterile Ecups Eppendorf AG, Hamburg
www.eppendorf.de
Reagenzroéhrchen Sarstedt AG&Co., Nimbrecht
www.sarstedt.com
Brutschrank Sanyo Biomedical, Ewald
Innovationstechnik GmbH
www.sanyo-boimedical.de
Zentrifuge Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode am Harz
www.sigmazentrifugen.de
Casy-Cell-Counter Schérfe System GmbH
Modell TT Reutlingen
Wasserbad Memmert Gmbh&Co.KG
Schwabach
www.memmert.de
Mikroskop Carl Zeiss Microimaging GmbH, Jena
Axiovert 200M www.zeiss.de
Kryoréhrchen Nunc A/S. Roskilde, Danemark
www.nuncbrand.de
NALGENE Cryo 1°C Nalge Europe Ltd, Neerijse, 5100-0001
Freezing Container Belgien
www.nalgenunc.com
Stickstofftank Air Liquide-Devision Matériel
Cryogénique, Frankreich
www.dmc.airliquide.com
Kuhlschrank
RNeasy Protect Mini Kit QUIAGEN GmbH, Hilden 74126
www.quiagen.com
QlAshredder 250 QUIAGEN GmbH, Hilden 79656
Www.quiagen.com
Zentrifuge Eppendorf AG, Hamburg

Centrifuge 5417C

Photometer
BioPhotometer

PCR Tubes

Master Cycler gradient

Préazisionspipetten
Research

10-1000pl

Elite 300 Plus Elektrophore-
sekammer

4-Well-Chamber-Slides

www.eppendorf.de

Eppendorf AG, Hamburg
www.eppendorf.de

Eppendorf AG, Hamburg
www.eppendorf.de

Eppendorf AG, Hamburg
www.eppendorf.de

Harnischmacher
www.harnischmacher.de

Labortechnik,

Lumox® Sarstedt AG & Co.
www.sarstedt.com

Kassel
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