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1. Zusammenfassung

Der DNA-Methylierungsstatus von Pluripotenzmarkern in unrestringierten so-
matischen Stammzellen (USSC) aus Nabelschnurblut

Die jungsten Entwicklungen auf dem Gebiet der Stammzellforschung kiindigen eine
neue Ara biologischer und medizinischer Forschung an. Neue Erkenntnisse wecken
die Hoffnung auf eine zeitnahe klinische Anwendung. Kerntransplantationsexperi-
mente haben die prinzipielle Méglichkeit unter Beweis gestellt, Informationen die auf
der DNA enthaltenen sind, einem alternativen Expressionsschema zu unterwerfen.
So erzielter lebensfahiger Nachwuchs demonstrierte die Plastizitdt von Genaktivitat.
Es folgte eine Abklarung der Faktoren, welche den Differenzierungsgrad einer Zelle
festlegen. Anhand der Detektion spezifischer Proteine aus embryonalen Stammzel-
len wurden drei zentrale Faktoren identifiziert: SOX2, OCT4 und NANOG bilden den
Kern eines regulatorischen Netzwerks, das einen pluripotenten Status aufrechterhalt.
Tatsachlich konnte deren virale Expression bestimmte Zellen in den pluripotenten
Zustand Uberfihren. Diese Zellen werden folglich als IPS-(Induced Pluripotent Stem-)
Zellen bezeichnet. Neben der Identifizierung der Faktoren sind deren Wirkung, Funk-
tion und vor allem die Regulation ihrer Expression von Interesse. Sie bilden wichtige
Parameter flr das Verstandnis von Entwicklungskapazitdt und Differenzierung einer
Zelle. Die Gesamtheit der Faktoren, die Einfluss auf das genetische Expressionsprofil
nehmen, wird unter dem Begriff ,Epigenetik® subsumiert. Die hier involvierten Me-
chanismen sind Uber ein komplexes Netzwerk untereinander verschaltet. Dabei wur-
de die regelmaBige Wirkung einiger Elemente identifiziert. So geht die Methylierung
von bestimmten Cytosinresten im Promoterbereich verschiedener Gene mit einer
Verminderung ihrer Transkription einher. Untersuchungen dieses Phanomens wur-
den bereits fur eine Vielzahl verschiedener Zellentitaten durchgefihrt. Dabei stehen
insbesondere die Eigenschaften von Stammzellen im Fokus, so auch bei dieser Ar-
beit. Unter den verschiedenen Stammzellentitaten sticht die USSC (unrestricted so-
matic stem cell, unrestringierte somatische Stammzelle) aus Nabelschnurblut hervor.
Diese Zellen verflgen Uber ein breites Entwicklungspotential und lassen sich in Kul-
tur lange im unrestringierten Zustand halten. USSCs zeigten in bisherigen Tierexpe-
rimenten keine Neigung, Tumore auszubilden. Dies unterstreicht die Sicherheit die-
ser Zellen fur klinische Anwendungen. Vorherige Arbeiten zeigten, dass die zentralen
Stammezellfaktoren in der USSC nicht auf Proteinebene exprimiert werden. Weitere
Untersuchungen ergaben fir die Promotoren dieser Faktoren einen bivalenten
Chromatinstatus, der sowohl repressive als auch aktivierende Elemente aufweist. In
der vorliegenden Arbeit wurde das Methylierungsschema der Promotoren von SOX2,
NANOG, hTERT und des Enhancers SRR1 untersucht. SRR1 nimmt als regulatori-
sches Element Einfluss auf die Expression von SOX2. Diese Regionen stellten sich
in der USSC nahezu véllig unmethyliert dar. Dies entspricht dem Befund, der auch in
embryonalen Stammzellen zu beobachten ist. Nach 14-téagiger Osteo-Differenzierung
zeigt die USSC einen deutlich auspragten Osteoblasten-typischen Phanotyp. Dabei
kommt es zur massiv erhéhten Transkription der Osteo-Marker Osteokalzin und alka-
lische Phosphatase. Das Methylierungsschema der Pluripotenzmarker andert sich
wahrend dieser Ausdifferenzierung kaum. In anderen Zusammenhangen wurde be-
schrieben, dass die vorgefundene epigenetische Konfiguration eine Reaktivierung
der Pluripotenzmarker erlaubt. Dies sind wichtige Einblicke in das molekulare Ge-
schehen in der USSC. Sie tragen erheblich zur Erkldrung des einzigartigen Differen-
zierungs- und Proliferationsverhaltens dieser Zelle bei. Diese Erkenntnisse sind
maBgeblich fir die Gestaltung zuklnftiger Forschung.
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2. Einleitung

Die erfolgreiche Klonierung von Saugetieren hat bis in die Breitenmedien hinein gro-
Be Beachtung gefunden. Als prominentestes Beispiel erlangte das Schaf ,Dolly“ Be-
kanntheit (Wilmut 1997). Im Zuge dieses Fortschritts zeichnet sich eine neue Ara bi-
omedizinischer Forschung ab. Es besteht die Hoffnung, bestimmte Gewebe in belie-
biger Menge zu gewinnen, die zudem Uber definierte immunologische Eigenschaften
verfliigen. Dies wirde den Zugang zu vollig neuen Therapien und Ersatzverfahren
erbffnen.

Anfangliche Kerntransplantationsexperimente verfolgten das Primarziel, die grund-
satzliche Funktionalitdt bestimmter biologischer Vorgédnge zu demonstrieren. So
konnte gezeigt werden, wie ein somatisch differenzierter Zellkern seinen Status revi-
diert. Durch bestimmte Einflisse wird seine Funktion grundlegend geandert. Er kann
dann als Kern einer funktionsttichtigen Keimzelle, entsprechend einer Zygote, fungie-
ren (Jaenisch und Gurdon in Allis 2006).

Ein umfassendes Verstandnis der hier involvierten Vorgange bereitet den Boden flr
die Ergrindung des Zellschicksals im Allgemeinen. Dies ist die Grundlage fir eine
gezielte Beeinflussung zellularer Identitat. Auf diesem Gebiet wurden in letzter Zeit
viele bahnbrechende Erkenntnisse gewonnen. Auf Grund der hier bereits erzielten
Erfolge erscheint die ,Epigenetik® als Quintessenz der Stammzellforschung.

Seit den revolutiondren Durchbrichen auf dem Gebiet der systematischen DNA-
Sequenzierung im Jahre 2001 (Venter 2001) verfligt die Wissenschaft Gber eine voll-
standige menschliche DNA-Sequenz, zusammengesetzt aus Proben verschiedener
Spender. Dieser wissenschaftliche Fortschritt ist zweifelsohne ein Meilenstein. Die
gewonnenen Erkenntnisse liefern Rohdaten fiir wichtige weiterfilhrende Uberlegun-
gen.

Allein reicht dies aber keinesfalls aus, um aus der Basenfolge gleichsam einen
Quellcode zu entwickeln. Ein logischer, technischer Bauplan fiir den Organismus und
die Funktion der Subpopulationen seiner Zellen lasst sich aus der reinen Sequenz
nicht ableiten. Dies dirfte in der Fachwelt auch kaum erwartet worden sein. Trotz der
Unkenntnis der vollstandigen Sequenz wurden bereits im Vorfeld zahlreiche Experi-

mente zum Verlauf des Zellschicksals unternommen. Diese Thematik wurde von der
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Embryologie friih in ihrer zentralen Bedeutsamkeit erkannt. Hier ist die Entwicklung
einer scheinbar gleichférmigen Masse an Zellen hin zu den komplexen Formen des
Imago zu beobachten. Die Basensequenz des DNA-Molekiils durchlauft dabei keine
nennenswerten Veranderungen.

Einen wichtiger Schritt auf dem Weg zum heutigen Verstandnis der Genregulation
erbrachte die Erkenntnis, dass die codierende Sequenz fur ein Protein grundsatzlich
in einen Kontext regulatorischer Faktoren eingebunden ist. Benachbarte Sequenzen
nehmen zusammen mit nukledren Faktoren Einfluss auf deren Transkription (Jacob
und Monod 1961). Der simple Mechanismus des Operons hat seine Bedeutung
selbstverstandlich nicht verloren. Auch heute noch stellt er ein Kernelement des Mo-
dells dar, mit dem die unterschiedlichen Grade der Genexpression erklart werden.
Um die Variantenvielfalt zu erklaren, die in letzter Konsequenz die einzelnen Dimen-
sionen der zellularen ldentitat bedingt, ist die Existenz weiterer Mechanismen zu pos-
tulieren.

Das molekulare Pendant zu den unterschiedlichen Funktionen und morphologischen
Eigenschaften einer Zelle ist bis zum heutigen Tage nicht hinreichend verstanden. Es
konnten aber klare Hinweise auf beteiligte Mechanismen gewonnen werden, die eine

Anndherung an diese Fragestellung ermdéglichen.

2.1 Epigenetik

Die Zuordnung von Genexpression und Zelldifferenzierung zu bestimmten Mecha-
nismen ist heute wichtiger Bestandteil biologischer und medizinischer Forschung.
Wie erwdhnt nahmen systematische Uberlegungen zu dieser Fragestellung in der
Embryologie ihren Ursprung. So wurde der Begriff ,Epigenetik® von dem Embryolo-
gen Conrad Waddington gepragt, der sich der Bedeutung der Erblehre (Genetik) far
die Entwicklung von Embryonen bewusst war. In seinem Buch ,Introduction to mo-
dern Genetics” leitet er aus dem griechischen Begriff ,Epigenesis®, der bereits von
Aristoteles gepragt wurde, den Begriff der Epigenetik ab (Holliday 2006). Darunter
subsumiert er: ,Das vollstandige Entwicklungssystem, in seiner Zusammensetzung,
aus miteinander in Verbindung stehenden Entwicklungswegen, durch welche die
adulte Form des Organismus zustande kommt (Holliday 2006)“. In der folgenden
Entwicklung hat dieser Begriff eine deutliche Einschrankung und Konkretisierung er-
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fahren. D.E. Gottschling, ein zeitgendssischer Autor, liefert hierzu eine ausdricklich
persdnliche Einschatzung: ,Ich definiere epigenetische Phdnomene als Verénderung
des Phanotyps, die vererblich sind, aber keine DNA-Mutation beinhalten. Darlber
hinaus muss die Veranderung des Phanotyps schalterartig sein, an oder aus, statt
einer graduellen Reaktion, und sie muss auch dann vererbbar sein, wenn die Bedin-
gungen, die zur eingangs erfolgten Schaltung geflihrt haben, verschwunden sind
(Gottschling in Allis 2006).*

Vor dem Hintergrund, welchen Phanomenen man bereits einen expressionsmodulie-
renden Charakter beigemessen hat, der auf das Zellschicksal Einfluss nimmt, scheint
diese Formulierung zu stringent. Variationsbreite und Bedeutung einzelner Mecha-
nismen sind weiten Schwankungen unterworfen. Diese sind Uber zahlreiche Kreuz-
reaktionen miteinander verschaltet. Art und Intensitat ihrer Einflussnahme auf den
Phanotyp sind zudem von den verschiedensten Situationen abhéngig. Das Kriterium
der Erblichkeit eines Phanomens Iasst sich hier kaum fassen. Das gilt umso mehr,
wenn seine Aufrechterhaltung unter bestimmten Bedingungen durch andere Mecha-
nismen aktiv beseitigt wird. Gottschlings Definition unterliegt gewissen Einschran-
kungen, zumal es auf diesem Feld zu standigen Neuerungen kommt. Sie fasst aller-
dings wichtige Kriterien zusammen, die fir den Umgang mit diesem Begriff erforder-
lich sind. Zudem l&sst sie den deutlichen wissenschaftlichen Fortschritt erkennen. Die
drastische Konkretisierung resultiert aus den umfassenden Kenntnissen, die in den
letzten Jahren auf diesem Feld gewonnen wurden. Es zeichnet sich ab, dass die
,Erbmasse” als Gesamtheit der Faktoren, welche die Ausgestaltung des Phanotyps
und die Grenzen der jeweiligen Variationsbreite festlegt, hoch komplex und ausge-
sprochen dynamisch ist. Diesen Forschungsbereich handhabbar zu machen, um Er-
kenntnisse mittelfristig technisch verwerten zu kdnnen, ist eine erhebliche Herausfor-
derung. Dabei ist es erforderlich, sich Uber die Aufklarung einzelner Mechanismen
anzundhern. Im Fokus der Wissenschaft steht daher die Beschreibung von Ereignis-
sen, die mit einiger RegelmaBigkeit das Expressionsverhalten von genetischer Infor-
mation beeinflussen. Zur Operationalisierung einer so komplexen Fragestellung wie
dem Zellschicksal ist die vornehmliche Fokussierung auf einen bekannten Mecha-
nismus dienlich. Die Funktion dieses Mechanismus ist in einem Modell zu erfassen.
Zellen, die hier als Modell dienen, sollten in vorhergehenden Untersuchungen mdg-
lichst genau beschrieben worden sein. Dabei sollte die untersuchte Zellpopulation mit
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ihren Derivaten mdglichst anschaulich bestimmte Eigenschaften zeigen, die vermut-
lich auf epigenetischen Charakteristika beruhen.

Entsprechend dieser Kriterien wurde hier die unrestringierte somatische Stammzelle
(USSC) aus Nabelschnurblut als Modell gewéhlt. Die Untersuchungen fokussierten
sich auf die CpG-Methylierungsschemata bestimmter Regionen, denen eine heraus-
ragende Aussagekraft fir Stammzelleigenschaften und Zelldifferenzierung zukommt.

2.1.1 Die zentralen Mechanismen der Epigenetik

Bisherige Untersuchungen weisen vor allem zwei Mechanismen eine herausragende
Bedeutung zu: Einerseits die Modifikation des Chromatins, vermittelt Gber Verande-
rungen der Histone, andererseits die Methylierung spezifischer Basen im DNA-
Molekdl, insbesondere im Promoterbereich bestimmter Gene.

Die vorliegende Arbeit konzentriert sich vornehmlich auf Besonderheiten der DNA-
Methylierung.

Dieser Mechanismus kann nicht isoliert betrachtet werden. Seine gegenseitige Be-
ziehung zu anderen epigenetischen Funktionen muss berlcksichtigt werden. Die be-
deutsamsten Elemente, die hier wirksam sind, werden daher im Folgenden beschrie-
ben.

2.1.1.1 DNA-Methylierung

Im DNA-Genom hoéherer Lebewesen findet sich bei einer Vielzahl von Cytosin-
Nukleotiden in Position des 5. C-Atoms eine zusatzliche Methylgruppe. Vor allem ist
dies innerhalb der Basenfolge CG (,CpG*) der Fall. Beim Menschen sind genomweit
etwa 70 - 80 Prozent der CpGs methyliert (Ehrlich 1982, Bird 2002). Diese kovalente
Modifikation hat eine nachweisbare Bedeutung firr die Regulation der Genaktivitat.
Sie wird offenbar Uber mehrere miteinander in Interaktion stehende Mechanismen
vermittelt (Bird 2002).

Bei Invertebraten findet sich eine mosaikartige Verteilung von methylierten Cytosin-
Nukleotiden. Hier weist das Genom in seiner Gesamtheit einen hohen oder niedrigen
Grad an Methylierung auf. Bei Vertebraten zeigt sich hingegen ein hoher Grad diffe-
renzierter Organisation derartiger Elemente (Tweedie 1997). Phylogenetische Be-
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trachtungen legen den Schluss nahe, dass die Evolution der Wirbeltiere mit der Ent-
wicklung komplexer Regulationsmechanismen der Genexpression einherging. Eine
wesentliche Rolle spielt dabei das Aufkommen der CpG-Methylierung als Steue-
rungselement (Tweedie 1997). So ist bei Saugetieren die Verteilung von CpG-
Formationen innerhalb der gesamten DNA unregelmaBig. Weite Strecken sind aus
stochastischer Sicht CpG-defizient. Die vorhandenen Cytosinreste sind dabei Uber-
wiegend methyliert. Diese Konfiguration wird durch einzelne Ansammlungen von
CpGs unterbrochen, die an den 5-Enden vieler menschlicher Gene zu finden sind
(Bird 2011). Solche Elemente werden als ,CpG-Inseln” (CGls) bezeichnet. Sie stellen
einen integralen Bestandteil der Regulierung der Genexpression dar. Etwa 70% aller
Promotoren im Genom von Wirbeltieren weisen eine solche CGI auf. Darunter fallen
nahezu alle Gene, die der generellen Zellhomdostase dienen. Dartiber hinaus finden
sich CGls bei einem Teil der Gene, die gewebespezifische Aufgaben wahrnehmen
oder an der Entwicklung des Organismus beteiligt sind (Bird 2011). Diese Bereiche
sind im Gegensatz zu den Ubrigen CpG-Nukleotiden weitestgehend unmethyliert.
Wenige, aber bedeutsame CGls werden im Zuge der Entwicklung methyliert, was
eine dauerhafte Stilllegung des Promoters zur Folge hat (Bird 2002).

Im Vergleich mit non-CGl-Promotoren weisen CGI-Promotoren eine atypische Se-
quenz und andere Funktionsmodi auf. Bemerkenswert an CGl-Promotoren ist das
deutlich verringerte Vorkommen von bestimmten adenin- und thymidinhaltigen Moti-
ven. Derartige Sequenzen werden als TATA-Boxen bezeichnet. Sie stellen ein funk-
tionelles Kernelement vieler non-CGl-Promotoren dar. Man vermutet, dass CGl-
Promotoren ein komplexes Zusammenspiel mit bestimmten Transkriptionsfaktoren
eingehen. Hier wirkt die hohe CG-Konzentration als eigenstandiges funktionelles
Element. Gestutzt wird diese Annahme durch die geringen Gemeinsamkeiten der
individuellen Sequenzen dieser Promotoren, verglichen mit solchen ohne CGl. Dar-
Uber hinaus wurde gezeigt, dass CGl-Promotoren auch spezielle Hilfsmechanismen
utilisieren, um die Wirkung ubiquitarer Transkriptionsfaktoren zu ermdéglichen. Bei-
spielsweise wird dem generellen Transkriptionsfaktor Sp1 eine Art Adapterfunktion
zugesprochen: Er vermittelt die Adhasion des TATA-binding Protein (TBP) an Promo-
toren, die nicht Uber dessen Standardzielsequenz, die TATA-Box, verfiigen. In der
Tat lieB sich fir Sp1 eine Affinitat zu aktiven CGl-Promotoren finden. Entsprechende
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Beobachtungen wurden fir weitere Faktoren &hnlicher Bedeutung getatigt (Deaton
und Bird 2011, Landolin 2010).

Ein spezifisches Methylierungsschema wird in der Regel Uber mehrere Zellgenerati-
onen konserviert. Die stabile Determination dieser DNA-Modifikation beruht auf mo-
lekularen Mechanismen, die einen prinzipiellen Fortbestand der Methylierung des
Uberwiegenden Teils des Genoms garantieren. Darlber hinaus unterliegt das spezifi-
sche Schema der einzelnen CGls einer besonderen Konservierung. Es liegt nahe,
hier von einer semikonservativen Modifizierung, analog zur Replikation der DNA,
auszugehen (Li und Bird in Allis 2006).

Diese Theorie wurde durch mehrere Experimente gestitzt. Als bedeutsamer Faktor
flr diese Aufgabe ist bereits ein Enzym charakterisiert worden. Die sog. DNA Methyl-
transferase 1 (DNMT1) der Saugetiere qilt als ,Erhaltungs-Methyltransferase®. Dieses
Enzym ist substratspezifisch fir CpGs. Es zeigt eine klare Bevorzugung von DNA-
Bereichen, bei denen lediglich einer der Strange methylierte CpGs aufweist. Die Be-
deutung dieses Enzyms in seiner entscheidenden Rolle flr den Erhalt des spezifi-
schen Methylierungsprofils wird durch Inaktivierungsexperimente in embryonalen
Stammzellen von Mausen gestitzt. Hier kam es nach der Ausschaltung des Gens
von dnmt1 zum genomweiten Verlust von DNA-Methylierung, sowie zum Absterben
der Embryonen an Tag 9,5 der embryonalen Entwicklung (Li und Bird in Allis 2006).
Interessanterweise unterliegt die Wiedergabetreue des Methylierungsschemas durch
die DNMTs, zumindest in Zellkultur, gewissen Schwankungen. Hier lasst sich teilwei-
se eine groBe Genauigkeit feststellen, etwa in kultivierten, normalen menschlichen
Epithelzellen der Mammae (Ushijima 2003). Bei anderen Untersuchungen wurde ei-
ne nahezu stochastische Wiedergabe in anderen Zellen beschrieben (Xie 2011).
Bemerkenswert ist weiterhin, dass die Konsistenz der Schemata, Gber die Zellteilun-
gen hinweg, nach Ort und Funktion des betroffenen Elements variiert. So bleibt bei
bestimmten Zellen, wie den angesprochenen Mammae-Epithelzellen, die Schwan-
kungsbreite des Methylierungsschemas im Bereich der Promotoren niedrig. Die Pra-
zision dieses Vorgangs ist bei CGls auBerhalb von Promotoren hingegen reduziert
(Ushijima 2003). Die deutliche Differenz, die sich hier im Vergleich einzelner Elemen-
te bemerkbar macht, ist als Hinweis auf die systematische Wirkung bestimmter Me-
chanismen zu werten. Offenbar kommt es hier, abhangig von Ort und Funktion der
CpGs zu einer differenzierten Konservierung der Expressionskontrolle.
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So legen weitere Untersuchungen die Existenz umfassender, komplementarer Me-
chanismen zur Aufrechterhaltung und Vervollstandigung von Methylierungsschemata
nahe. Dabei wird vornehmlich den DNA-Methyltransferasen 3A und 3B die Funktion
zugeschrieben, unabhangig von der Funktion von DNMT1 zur Konservierung dieser
Muster beizutragen (Jones und Liang 2009). Auch die rdumliche Eingrenzung der
Aktivitat von Methyltransferasen auf bestimmte Kernkompartimente stellt eine poten-
tielle EinflussgréBe fur die Steuerung der CpG-Methylierung dar (Jones und Liang
2009).

2.1.1.2 De-novo-Methylierung

Neben der Aufrechterhaltung und Weitergabe bestimmter Methylierungsschemata ist
die urspriingliche Determination dieser Muster von entscheidender Bedeutung. Da-
her wurde deren Plastizitat bei der Entwicklung eines individuellen Organismus un-
tersucht. GemaB dem aktuellen Erkenntnisstand kommt es zu umfassenden Deme-
thylierungsvorgangen im Rahmen der frihen Gametogenese. In deren spatem Ver-
lauf wird jedoch ein héherer Grad an Methylierung zurtickerlangt. Unmittelbar nach
der Fertilisation kommt es zum erneuten Verlust der CpG-Methylierung. Dies betrifft
zuerst das paternale Genom. AnschlieBend verliert mit einer gewissen Latenz auch
das maternale Genom seine CpG-Methylierung. Zwischen dem Acht- und dem Sech-
zehnzell-Stadium kommt es zur neuerlichen, progredienten Zunahme der CpG-
Methylierung. Zum Ende des blastozystdren Stadiums wird das Niveau somatischer
Zellen wieder erreicht und bleibt fortan bestehen. Es wird angenommen, dass bei
diesem Prozess aktive Demethylierungsvorgéange des Genoms stattfinden (Santos
und Dean 2004).

2.1.1.3 Aufrechterhaltung und Steuerung des Methylierungsschemas von CGils

Die generelle Methylierung von CpGs wahrend des Morulastadiums spart die in der
weiteren Embryogenese unmethylierten CGls aus. Als Ursache wird vermutet, dass
die Methylierung als Folge der Aktivitat des assoziierten Gens unterbleibt. Fehlende
CpG-Methylierung als Folge der Aktivitadt des assoziierten Gens wird dariber hinaus
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als generelles Phanomen diskutiert (Bird 2002). So geht man davon aus, dass die
GCls aus ihrer Eigenschaft als Promoter heraus Transkriptionsfaktoren binden. De-
ren alleinige Prasenz wirkt abweisend auf die Methyltransferasen. Im Experiment
wurden Mutationen an CGlI -assoziierten Promotoren eingebracht, die eine Bindung
des Transkriptionsfaktors Sp1 verhindern. In der Folge kam es neben dem Ausblei-
ben der Transkription des Gens zu einer Zunahme von dessen CGl-Methylierung.
Dies wurde beispielhaft am housekeeping-Gen aprt (Adenin-
Phosphoribosyltransferase) gezeigt. Welche spezifische Rolle dabei jeweils dem
Ausbleiben der Faktorenbindung und dem Ausbleiben der Transkription zukommt, ist
nicht geklart (Macleod 1994). Darlber hinaus finden sich auch bei hochgradig gewe-
bespezifisch transkribierten Genen CGls. In der Mehrzahl der Gewebe weisen deren
CpGs trotz fehlender Transkription keine Methylgruppen auf. Dies ist z.B. beim hu-
manen Alpha-Globulin-Gen beobachtet worden. Hier haben weitere Untersuchungen
Hinweise auf eine Beteiligung der Chromatinmodifikation zur Verhinderung inadaqua-
ter Transkription geliefert (Macleod 1994). Aus diesen Erkenntnissen lasst sich die
Einflussnahme von alternativen Regulierungsmechanismen herleiten. Deren Aktivitat
verhindert zwar die Methylierung der dem Gen zugehdérigen CGl, unterbindet aber
zugleich dessen Transkription.

Als weiteres Element der Expressionskontrolle sind Demethylierungsvorgange im
Verlauf zellularer Differenzierung beobachtet worden. So verliert die Promoterregion
des Interleukin-2-Gens ihre Methylierung, wenn dieses im Rahmen der T-Zell-
Differenzierung exprimiert wird. In diesem Falle ist die Demethylierung als funktionel-
le Voraussetzung der Expression des Gens experimentell belegt (Bruniquel und
Schwartz 2003, Li und Bird in Allis 2006).

Daruber hinaus ist ein weiteres Beispiel dynamischer Einflussnahme auf die Genex-
pression, vermittelt durch einen Demethylierungsvorgang der DNA, beschrieben
worden. Die Beteiligung dieses Vorgangs konnte fir die Glucocorticoid-induzierte
Expression des Tyrosin-Aminotransferase-Gens gezeigt werden. Hier erwies sich im
Experiment, dass ein Kontakt zu Glucocorticoiden die Demethylierung eines spezifi-
schen Enhancers bewirkt, der sogenannten GRU (glucocorticoid resposive unit). In
der Folge kommt es zu einer starkeren Expression des Gens bei erneutem Glucocor-
ticoidkontakt. Die Demethylierung des Enhancers bestand in der Folge dauerhaft. Die
biologische Bedeutung dieses Vorgangs ist jedoch fraglich, da es bei natirlicher
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Entwicklung zur Demethylierung dieser Region kommt, bevor das Gen hormonell
induzierbar wird (Bird 2002, Thomassin 2001).

AuBerdem wird die Einflussnahme &uBerer Faktoren auf die CpG-Methylierung ver-
mutet. Hinweise dazu liefern Untersuchungen Uber epigenetische Faktoren der Kar-
zinogenese. Hier wird die maligne Entartung als Folge von Veranderungen des glo-
balen und promoterspezifischen Methylierungsschemas beschrieben. Als deren Ur-
sache werden unter anderem bestimmte Erndhrungsweisen angenommen. Wie die
Wirkung solcher Einflisse auf die Epigenetik vermittelt wird, ist noch zu klaren (Ara-
saradnam 2008).

2.1.1.4 Vermittlung des Inaktivierungsvorgangs von CGl-Promotoren durch CpG-
Methylierung

Es ist bisher nicht abschlieBend gelungen, die Mechanismen experimentell zu ermit-
teln, welche die Inaktivierung eines Gens mit hypermethylierter CGl herbeifihren.
Bisherige Untersuchungen liefern allerdings Hinweise auf die Beteiligung einiger de-
finierbarer Funktionselemente. Es liegt nahe, als molekulares Pendant die direkte
Inhibition der Bindung von Transkriptionsfaktoren anzunehmen. Dabei kdénnte die
raumliche Umgestaltung der DNA-Abschnitte durch die Prasenz der Methylgruppen
diesen Effekt bedingen. Flr diesen Zusammenhang gibt es tatsachlich experimentel-
le Hinweise. Eine solche Regulationsweise konnte unter in vitro Bedingungen fir den
Transkriptionsfaktor MLTF gezeigt werden. Dessen Fahigkeit zur Bindung spezifi-
scher DNA-Sequenzen verringert sich durch die Methylierung zweier CpGs erheblich
(Watt und Molloy 1988). Die Bestatigung der biologischen Relevanz vergleichbarer
Prozesse, erwies sich anhand von Untersuchungen der Expression des /gf2 Gens.
Das Igf2 Gen wird Uber den Schwellenfaktor CTCF von seinem Enhancer abge-
schirmt. Durch Methylierung der CpGs an der Bindestelle des Schwellenfaktors wird
die Bindung von CTCF verhindert. Dies erlaubt dem Enhancer die Aktivierung der
Expression von Igf2 (Bell und Felsenfeld 2000, Bird 2002). Der exakte Mechanismus
und die Rolle weiterer putativ involvierter Faktoren sind noch zu klaren. Die bisheri-
gen Ergebnisse machen deutlich, dass hier DNA-Methylierung direkt das Bindever-
halten einzelner Faktoren verandert. Auch deren Relevanz fir die Genexpression
konnte in diesem Falle gezeigt werden (Bird 2002).
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Uber die Abweisung stimulierender Faktoren hinaus wird die Aktivitdt von Genen
auch dber die Bindung repremierender Faktoren eingeschréankt. Einige dieser Re-
pressoren binden spezifisch methylierte CpGs als Zielstruktur. An diese DNA-
Elemente gebunden, vermitteln sie ihren negativen Einfluss auf die Transkription. Far
dieses Geschehen gibt es umfangreiche und deutliche experimentelle Belege (Li und
Bird in Allis 2006). Hervorzuheben ist auBerdem, dass sich die Wirkung dieses mole-
kularen Vorgangs bzw. dessen Stérung einem klinischen Geschehen zuordnen I&sst.
Dies ist beim Rett-Syndrom der Fall, das durch eine Mutation des Faktors MECP2
hervorgerufen wird (Jellinger 2003).

Unter Verwendung methylierter DNA-Abschnitte als Sonde wurden Bandshift-Assays
durchgefihrt. So wurden Proteine isoliert, die eine spezifische Affinitat zu hochgradig
methylierten Gensequenzen aufwiesen. Dabei konnte ein weitestgehend konstantes
Element identifiziert werden, die Methyl-CpG bindende Doméne (MBD). Uber die Su-
che nach Strukturanaloga in Datenbanken konnten mehrere Proteine identifiziert
werden, die als methylierungsabhangige Faktoren in Frage kommen (Li und Bird in
Allis 2006). Folgeexperimente haben gezeigt, dass die Affinitdt dieser Proteine zu
methylierten DNA-Bereichen durch Zusatzfaktoren mitbedingt wird. Das schlieBt spe-
zifische DNA-Sequenzen ein, zu denen einzelne Mbd-Proteine eine besondere Affini-
tat aufweisen. So verflgt etwa MBD1 neben seiner methyl-CpG-spezifischen Domé&-
ne Uber Bindungsstellen fir unmethylierte DNA. Lediglich MBD2 scheint ausschlie3-
lich methylierte CpGs zur Zielstruktur zu haben (Li und Bird in Allis 2006).

Besonders intensiv untersucht wurde das bereits erwahnte MeCP2-Gen. Dieses Gen
weist bei Patienten mit Rett-Syndrom Mutationen auf, die zum Funktionsverlust der
MBD des Proteins fuhren (Kriaucionis und Bird 2003, Klose 2005). Klinisch zeichnet
sich das Rett-Syndrom durch eine normale Entwicklung bis zum 8. - 16. Lebensmo-
nat aus, dann treten massive, neuronale Beeintrachtigungen auf. Es kommt zur Re-
tardierung motorischer Fahigkeiten, abnormalem Atemverhalten und Mikrozephalie.
Offenbar ist MeCP2 zur regularen Stilllegung von Genen wéahrend der physiologi-
schen Entwicklung des Nervensystems erforderlich. Gestutzt wird diese Annahme
durch die Identifizierung des Brain-derived neurotropic Factor (Bdnf) als erstes Ziel-
gen von MeCP2, das fiir Sdugetiere entdeckt wurde (Li und Bird in Allis 2006). Bdnf
wird eine wichtige Rolle bei der Umwandlung neuronaler Aktivitat in strukturelle Ver-

anderungen zugeschrieben (Li und Bird in Allis 2006).
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MeCP2 ist ein bedeutsamer epigenetischer Faktor, der unter den bisher untersuchten
methyl-CpG-bindenden Proteinen die hdchste Spezifitdt fir methylierte CpG-
Nukleotide zeigt. Zusétzlich kennzeichnet MeCP2 die Affinitdt zu CpG-reichen Regi-
onen, in deren Umgebung sich weitere AT-reiche Sequenzen befinden (Klose 2005).
Darlber hinaus sind fir MeCP2 viele zusatzliche Funktionen postuliert worden: Ein-
flussnahme auf die Chromatinplastizitat, auf alternative SpleiBvorgdnge und neben
der Repression auch die Aktivierung von spezifischen Genen. Die vielféltigen Interak-
tionskapazitaten dieses Molekils lassen auf eine wichtige Rolle in einem dynami-
schen Netzwerk von Faktoren schlieBen. Hier wird offenbar durch die Einbindung der
unterschiedlichsten Komponenten das Expressionsverhalten mehrerer Gene unterei-
nander koordiniert (Hansen 2010).

Neben MeCP2 existieren weitere Proteine mit MBD, deren genomische Bindungs-
stellen nur sehr wenige Uberschneidungen aufweisen. All diesen Proteinen wird eine
umfangreiche Interaktion mit Cofaktoren zur Entfaltung ihrer spezifischen Wirkung
zugeschrieben (Li und Bird in Allis 2006, Klose 2005). An dieser Stelle soll keine wei-
tere detaillierte Darstellung der einzelnen methyl-CpG-bindenden Proteine erfolgen.
Dies wirde den Rahmen der Abhandlung sprengen. Die beschriebene weitldufige,
funktionelle Einbindung von MeCP2 darf als beispielhaft fir das komplexe Wirken der

Mehrzahl der MBD-Proteine gelten.

2.1.1.5 Chromatinmodifikationen

Eine weitere Achse epigenetischer Steuerung von zentraler Bedeutung ist die dyna-
mische Aktivitdt des Chromatins. Je nach Zustand der spezifischen Histone, die ei-
nem DNA-Abschnitt anliegen, wird die Expression eines Gens geférdert oder vermin-
dert. Die Steuerung der Histonfunktion wird in erster Linie durch die enzymatische
Modifikation von Aminosaureresten dieser Proteine bewirkt. Hier spielen Methylie-
rungs- und Acetylierungsvorgange die wichtigste Rolle. Dabei ist eine regelhafte Kor-
relation spezifischer Histonkonfigurationen mit der Auspragung von Genaktivitat er-
kennbar (Kouzarides 2007).
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Eine gesteigerte Transkription ist generell mit einem ,offenen“ Chromatinschema as-
soziiert. Dabei ist die Anlagerung der DNA an das Histonoctamer verringert, die am
Transkriptionsvorgang beteiligten Enzyme erhalten verbesserten Zugang zu ihrem
Wirkungsort. So geht die Acetylierung von Lysin 9 auf Histon 3 (acH3K9) und von
Lysin 8 auf Histon 4 (acH4K8), mit der Aktivierung der betroffenen Gene einher. Der
selbe Effekt wird durch eine Methylierung von Lysin 4 auf Histon 3 erreicht (meH3K4)
(Jenuwein und Allis 2001, Kouzarides 2007).

Eine Einschrankung der Zugénglichkeit der DNA -und damit die Verringerung der
Transkription- wird durch die Formierung von Heterochromatin erreicht. Dabei geht
die dauerhafte Stilllegung mit der Formierung von konstitutivem Heterochromatin
einher. Konstitutives Heterochromatin zeigt eine Dimethylierung von Lysin 9 auf His-
ton H3 (dimeH3K9) (Bannister 2001, Nakayama 2001, Noma 2001).

Fakultatives Heterochromatin ist durch die Trimethylierung von Lysin 27 auf Histon
H3 gekennzeichnet (trimeH3K27) (Plath 2003).

Diese Steuerung der Chromatinplasitizitat Iasst sich unter den Begriff der Epigenetik
subsumieren, da ihr Informationsgehalt in vielen Fallen Uber mehrere Zellgeneratio-
nen hinweg konstant gehalten wird. Dem zugrunde liegt die stabile Weitergabe der
Histonmodifizierung. Dabei gibt es Hinweise fir eine zufallige Verteilung intakter His-
tonoctamere auf die Tochterstrange. Andererseits wird auch die Theorie diskutiert,
dass eine Aufteilung der Octamere in Heterodimere erfolgt (Cheung und Lau 2005).
In letzterem Fall wird die gleichméaBige Verteilung der Heterodimere auf die Tochter-
strdnge angenommen. Dies entspricht einer semikonservativen Ubertragung der re-
gulatorischen Information, die in Form der Proteinmodifikationen gespeichert ist. Un-
abhéngig davon, welcher der beiden Mechanismen die biologische Realitat besser
beschreibt, sind flr die Aufrechterhaltung der spezifischen Chromatinkonstellation
Zusatzfaktoren nétig. Solche Faktoren konnten bisher nur ansatzweise detektiert
werden. FUr die semikonservative Weitergabe der Information, aquivalent zu DNMT1
im Falle der CpG-Methylierung, geht man von der Existenz mehrerer Untermecha-
nismen aus (Cheung und Lau 2005). Eine maBgebliche Beteiligung an diesem Vor-
gang wurde fir das Protein HP1 nachgewiesen. Es wirkt offenbar in einem Mecha-
nismus, der zur Beibehaltung der Methylgruppen-Konstellation auf dem Histon H3K9
auf einem Tochterstrang bei der DNA-Replikation fuhrt. Darlber hinaus wurde beo-

22



bachtet, dass in vielen Fallen auch die spezifische Methylierung von H3K4me3 bei
der DNA-Replikation erhalten bleibt. Diese Erkenntnisse erlauben den Schluss, dass
Histonmodifizierungen tatsachlich als permanenter, epigenetischer Mechanismus die
Weitergabe genetischer Information determinieren (Cheung und Lau 2005, Kouzari-
des 2007).

Dies wird jedoch durch den Nachweis des Vorkommens von Demethylasen relati-
viert. Einige Autoren stellen wegen der ausgepragten Dynamik der Veranderungen
die Frage nach dem Charakter der Histonmodifizierung als epigenetischem Mecha-
nismus im engeren Sinne (Kouzarides 2007). Umfassende Beobachtungen zeigen,
dass die Kontrollaktivitat der Histone unter dem Einfluss anderer zellularer Informati-
onstrager steht. So haben sich Hinweise auf die Beteiligung von regulatorischen
RNA-Molekllen ergeben. Sie tragen maBgeblich zur Formierung eines multimeren
Komplexes, RITS (RNA-induced initiation of transcriptional gene silencing), bei. Da-
bei ermdglicht die beteiligte siRNA dem Komplex, seine Zielregion zu identifizieren.
So wird der inhibitorische Effekt exakt auf bestimmte Elemente ausgerichtet (Verdel
2004). Auch eine langfristige Stilllegung durch Chromatinmodifikation wird der Wir-
kung von RNAi zugeschrieben. Dieser Effekt wurde sogar anhand der Ausbildung
und Aufrechterhaltung von Heterochromatin in zentromerischen Regionen von
Chromosomen beobachtet. Obwohl diese Chromatinkonfiguration offenbar langfristig
besteht, ist sie auf das Vorhandensein von regulatorischen RNAs angewiesen (Ver-
del 2009).

Aus diesen und weiteren Erkenntnissen wird ersichtlich, dass RNAis und Chromatin-
formation dauerhafter gegenseitiger Beeinflussung unterliegen. Offenbar bedarf be-
reits die Aufrechterhaltung der Heterochromatinstruktur einer standigen RNAI-
abhangigen Nachbearbeitung. Diese Beobachtungen zeigen die hohe prinzipielle
Flexibilitat von Heterochromatin. Entgegen der lange gehegten Annahme, Chromatin
sei ein weitestgehend statisches Konstrukt, machen diese Erkenntnisse seine Funk-
tion als dynamisches Element der Expressionskontrolle deutlich (Verdel 2009).
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2.1.1.6 Requlatorische BRNAs

Nachdem regulatorische RNA-Molekile als Einflussgr6Be auf die Genexpression
erkannt wurden, stellt sich die Frage nach ihrer Bedeutung als epigenetischer Me-
chanismus. Bemerkenswert ist, dass einige Untersuchungen eine hohe Konstanz der
Expression bestimmter RNAs festgestellt haben. Diese Beobachtungen rechtfertigen
durchaus eine Bezeichnung als epigenetischer Mechanismus. So haben Experimen-
te an C. elegans gezeigt, dass RNAi-basierte Stilllegungsmechanismen tber Genera-
tionen von Individuen hinweg weitergegeben werden. Dies ist geht einher mit der
Etablierung restriktiver Chromatinformationen (Burton 2011).

Die Wirkungsweise von RNAi wird mafBgeblich Uber zwei verschiedene Wege vermit-
telt. Dabei wirkt der RNA-Induced Silencing Complex (RISC) Uber Basenpaarung der
siRNA zu einer Ziel-mRNA, die so zum Substrat endonukleolytischen Abbaus wird.
Der andere zentrale Weg, Uber den siRNAs die Stilllegung eines Gens vermitteln,
verhindert bereits die Transkription. Hier lenkt die siRNA den RNA-Induced
Transcriptional Silencing Complex (RITS) an seine Zielsequenz, wo er die Etablie-
rung einer inhibitorischen Chromatinkonfiguration induziert (Martienssen und Moazed
in Allis 2006).

Dartiber hinaus wurde ein bemerkenswerter Zusammenhang zwischen CGls und
deren Methylierung mit der Entstehung von RNAI gezeigt. So findet sich bei CpG-
reichen Promotoren eine generelle Verminderung der Nukleosomenkonzentration.
Dies kann als prinzipielle Pradisposition zur aktiven Transkription aufgefasst werden
(Ramirez-Carrozzi 2009). Derartige Regionen finden sich aber nicht nur im Promo-
terbereich einzelner Gene, wo eine Transkription zur Gewinnung von mRNAs statt-
findet. Tatsachlich findet sich im humanen Genom die Hélfte aller CGls auBerhalb
bekannter Promotoren. Sie liegen im intergenischen Bereich oder intragenisch in der
codierenden Sequenz. Ferner lies sich zeigen, dass diese CGls tatséchlich als tran-
skriptioneller Startpunkt fungieren. Es liegt nahe, dass hier regulatorisch relevante
RNAs entstehen (lllingworth 2010). Die Bedeutung dieser Annahme wird durch die
nachgewiesene, gewebeabhangige Methylierung der betroffenen CGls gestiitzt. Da-
bei unterliegt die Expression der resultierenden Transkripte offenbar einer héheren
Gewebespezifitdt als die Regulation beschriebener Promotoren. Die Steuerung der
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Transkription, die von dieser Klasse von Startpunkten ausgeht, erfolgt offenbar in
vielen Fallen durch die Methylierung der CGls. Besonders deutlich tritt dies im Falle
intragenischer CGls auf, die haufiger methyliert werden als vergleichbare intergeni-
sche Sequenzen (lllingworth 2010). Zur Bedeutung dieser Sequenzen fir zellulare
Differenzierung und Dedifferenzierung liegen bisher nur eingeschrankte Erkenntnisse
vor. Nach diesen Informationen jedoch sollten sie bei zukiinftiger epigenetischer For-
schung nicht vernachlassigt werden.

2.1.1.7 Polycomb-Group-Proteine und Thrithorax-Group-Proteine

Die Dynamik von CpG-Methylierung und Chromatinmodifikationen wird ber andere
epigenetische Mechanismen verschaltet und gesteuert. Neben der Vermittlung des
Wechselspiels bahnen diese Systeme auch den Effekt der Expressionskontrolle. Da-
bei spielt die selektive Stilllegung von Promotoren durch Proteine der Polycomb-
Gruppe (polycomb group proteins (PcG)) eine wichtige Rolle. PcG-Proteine finden
sich vornehmlich an den Promotoren von Genen. Dort repremieren sie die Expressi-
on des Gens. Die Wirkung der PcG-Proteine erscheint sowohl fir Stammzelleigen-
schaften als auch fur die Karzinogenese bedeutsam (Sauvageau 2008). Die Bindung
dieser Proteine an DNA erfolgt praferentiell an CpG-reiche Regionen. Bisherige Un-
tersuchungen haben dabei zur Identifizierung zweier verschiedener Proteinkomplexe
gefihrt. Polycomb-repressive complex 1 und 2 haben bei der Reduktion von Genak-
tivitat voneinander abgrenzbare Rollen inne. Zur primaren Stilllegung wirkt dabei vor
allem die Summe von Faktoren, die sich im polycomb-repressive complex 2 (PRC2)
finden. Der Polycomb-repressive complex 1 fihrt anschlieBend zur Festigung der
reduzierten Genaktivitat. Hier ist vor allem die Etablierung eines entsprechenden
Chromatinschemas von Bedeutung (Grossniklaus und Paro in Allis 2006). PcG-
Proteine finden sich an CpG-haltigen Promotoren, die gemaRB ihres Chromatinstatus
sowohl transkriptionell aktiv als auch inaktiv erscheinen. Daher ist anzunehmen, dass
sie ein dynamisches Regulationselement darstellen. lhre Einflussnahme auf die Ge-
naktivitdt wird in einigen Fallen zu einem spéateren Zeitpunkt durch weitere Mecha-
nismen gefestigt. Diese Stabilisierung der Genrepression erfolgt dann sowohl durch
CpG-Methylierung als auch Uber Histonmodifikationen (Mikkelsen 2007, Deaton und
Bird 2011).
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Zur Wirkung des PRC2-Komplexes, weiteren repremierenden Aktivitdten den Weg zu
bahnen, liegen mehrere Beobachtungen vor. Besonders deutlich konnte dies bei
CpG-haltigen Promotoren gezeigt werden. Hier wurde beobachtet, dass eine Bin-
dung von PRC2 die Wahrscheinlichkeit um den Faktor 4,5 erhéht, dass dieser Pro-
moter Ziel von de novo Methylierung wird. Zusatzlich fihrt die Repression von Genen
durch PRC2 zur Trimethylierung von Lysin 27 auf Histon H3. Dies entspricht einem
vertiefenden Schritt der Inaktivierung (Mohn 2008).

Weitere Experimente legen nahe, dass die Bindung von PRC2 an CpG-reichen Pro-
motoren bereits durch deren fehlende Aktivitat beglnstigt wird. Demnach bedingt
eine niedrige Transkription die Bindung dieser Faktoren und festigt so den inaktiven
Status (Mendenhall 2010, Deaton und Bird 2011). Diese Erkenntnisse zeigen die
PcG-Proteine als wichtige Determinante des spezifischen Expressionsprofils einer
Zelle. Sie erscheinen als zentral fir die Wandlung ausbleibender Transkription in
dauerhafte Stilllegung. lhre biologische Relevanz hat sich bereits in mehreren Stu-
dien bestatigt. So zeigten sie eine gravierende Bedeutung flr die Orchestrierung der
Genaktivitdt bei der Hamatopoese und der Tumorentstehung. Dabei hat sich der
PRC2-Komplex als kompliziertes Konstrukt erwiesen, dessen Einzelkomponenten

dicht mit anderen Prozessen verschaltet sind (Sauvageau 2008, Majewski 2008).

Als funktionelle Gegenspieler der PcG-Proteine treten die Proteine der Trithorax-
Gruppe (trxG) in Erscheinung. Proteine dieser Gruppe die férdern die Transkription
bestimmter Gene. Es handelt sich hier um eine sehr umfangreiche Gruppe von Fak-
toren. Ebenso umfangreich sind die vermuteten Mechanismen, Uber die trxG-
Proteine ihre Wirkung entfalten. Neben Chromatinmodifikationen werden hier weitlau-
fige Interaktionen mit der Transkriptionsmaschinerie diskutiert. Die Trithorax-Gruppe
ist eine Summe vielgestaltiger Faktoren. Entsprechend schwer fassbar ist ihre funkiti-
onelle Rolle, bisherige Informationen sind lickenhaft. Aus den vorhandenen Er-
kenntnissen lasst sich eine erhebliche biologische Bedeutung ableiten. Es steht au-
Ber Frage, dass hier umfangreiche weitere Forschungsarbeit zu leisten ist (Kingston
und Tamkun in Allis 2006).
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2.1.2 Zusammenschau der Mechanismen, grundlegendes Funktionsprinzip

Die Gesamtheit der hier beschriebenen Regulationselemente der Genexpression
bildet den Kern der Epigenetik nach aktuellen Erkenntnissen. Bemerkenswert ist die
hohe Vernetzung der einzelnen Mechanismen untereinander. Die einzelnen Steue-
rungselemente bestehen aus einer Vielzahl von Unterkomponenten verschiedener
Art. Proteine, Nukleinsduren und anderen Substanzen tragen als komplexes Netz-
werk zu den einzelnen funktionellen Achsen wie CpG-Methylierung oder Histonmodi-
fikation bei. Zum gegenwartigen Zeitpunkt liegen nur begrenzte Informationen Uber
deren Interaktionen vor. Dartber hinaus wird die Aufklarung der Einzelmechanismen
durch deren Dynamik erschwert. Es sind hier deutliche Unterschiede je nach Gewe-
beart, Differenzierungsgrad oder momentanem Funktionszustand einer Einzelzelle zu

erwarten.

Beim Studium der verschiedenen Autoren lassen sich auffallige Gemeinsamkeiten
erkennen. Dies zeigt sich bei der Zusammenschau vieler Abhandlungen, die sich mit
unterschiedlichen epigenetischen Mechanismen befassen. Dabei gelangen die Auto-
ren fir den jeweils behandelten Vorgang in einem gewissen Sinne zu &hnlichen
Schlissen.

Hier 1&sst sich ein grundlegendes Prinzip fir die Dynamik und Wirkstarke von Kon-
trollmechanismen der Genexpression feststellen.

Dieses Prinzip wird am deutlichsten durch Deatons und Birds Vergleich der CPG-
Methylierung mit einem Lichtschalter. Dieser Schalter wird durch eine Feder im ein-
oder ausgeschalteten Zustand stabilisiert (Deaton und Bird 2011). Ein entsprechen-
des Verhalten wird auch den Histon- oder PcG-Protein-vermittelten Regulationspro-
zessen zugeschrieben. Auffallend ist, dass viele Mechanismen eine Blockade des
betreffenden Gens allein dann nicht bewirken, wenn es einer aktiven Transkription
unterliegt. Die Bedeutung des Transkriptionsvorgangs als Schutz vor inaktivierender
Aktivitat zeigt sich am deutlichsten im Falle der PCG-Proteine. Eine gleichartige Ten-
denz findet sich bei allen anderen epigenetischen Prozessen ebenfalls.

Umgekehrt bildet eine Restriktion der Genaktivitat durch parallel ablaufende Prozes-
se die Voraussetzung fir die Stilllegung durch einen anderen Mechanismus. So fun-
giert beispielsweise die Etablierung der Histonmethylierung H3 Lys 9 als Vorausset-

zung fur die DNA-Methylierung in Neurospora crassa (Tamaru 2001).
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Geldst im Nukleoplasma finden sich die einzelnen relevanten Molekile, die Verant-
wortung fUr einen bestimmten Modus der Genregulation tragen. Wir fassen diese in
Sfunktionelle Achsen“ zusammen. Eine solche Achse mindet jeweils in einer be-
stimmten Art der Interaktion mit der DNA: Durch die Bindung bestimmter Proteine
kommt es zur verstarkten oder verringerten Adhasion an Histone. Eine weitere Még-
lichkeit besteht in der Anlagerung sonstiger regulatorischer Proteine. Alternativ erfolgt
die chemische Modifizierung der DNA im Falle der CpG Methylierung. In unterschied-
licher Auspragung folgen die Mechanismen, die in diesen Achsen angeordnet sind,
dem Verhalten des federgestitzten Schalters: Ab einer bestimmten Einflussnahme
auf ihre Aktivitat wird die Genrepression stabilisiert. Bei vermindertem Auftreten der
negativen Einflussgr6Ben unter einen bestimmten Punkt unterbleibt sie voéllig. Es
kommt dann zur verstarkten Genexpression. Dabei kann eine Achse, wenn sie mas-
siv ausgelenkt wird, die anderen Achsen auf ihren Kurs bringen. Dies spielt offenbar
bei der zellularen Reprogrammierung eine Rolle, ebenso bei physiologischen Diffe-

renzierungsprozessen.

Dabei darf aber nicht verkannt werden, dass allein schon die Unterteilung in Achsen,
entsprechend dem Effekt auf das DNA-Molekil, eine erhebliche Vereinfachung dar-
stellt. Wir beurteilen natirliche Sachverhalte vornehmlich gemans den Verfahren, tGber
die versucht wird, sie zu eruieren. Hier stellen DNA-Sequenzierung und ChIP (Chro-
matin-Immuno-Préazipitaions)-Verfahren, mit deren Abwandlungen die wichtigsten
Instrumente dar. Offenbar sind die epigenetischen Mechanismen jedoch Gber ver-
schiedene Wege intensiv miteinander verschaltet. Schliisselenzyme wie DNMT1 ver-
flgen insbesondere bei Saugetieren Uber ausgepragte Domanen zur Vermittlung
dieser Interaktionen (Jurkowski 2011).

An diesem Netzwerk, das den Veranderungen in unmittelbarem Kontakt zur DNA
vorgeschaltet ist, wirken demnach Faktoren, die eine genaue Steuerung ermdgli-
chen. Der Apparat, der die Aktivitat bestimmter Gene letztlich reguliert, funktioniert
dann entsprechend dem Kippschalterprinzip. Ab einem spezifischen Schwellenwert,
der sich aus der Zusammenschau der Subsysteme ergibt, verstarkt er die Tendenz.
Entweder steigert er die Aktivitat oder er verstérkt die Repression des Gens. In der
Folge entstehen die charakteristischen Modifikationen der epigenetischen Informati-
onstrager, die sich Uber die verfligbaren MaBnahmen detektieren lassen.
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Trotz der Unzulanglichkeit der Verfahren und der Beschranktheit aktueller Erkennt-
nisse erlauben die verfigbaren Methoden eine systematische Aufklarung epigenti-
scher Sachverhalte. Unabhangig von den Prozessen, die sich im Vorlauf der zellula-
ren Schaltung abspielen, stellen die an der DNA detektierbaren Veranderungen wich-
tige und handhabbare Indikatoren dar. Unter Berlcksichtigung der Einschrankungen
dieser Methoden lassen sich wertvolle Informationen zum Funktionszustand einzel-
ner Gene gewinnen. Auch wenn hier nur Facetten eines vielschichtigen Systems ab-
gebildet werden, liefert etwa die genomische Natriumbisulfit-Sequenzierung wegwei-
sende Einblicke in die Epigenetik. Voraussetzung ist die Uberlegte Auswahl der un-
tersuchten Zielregionen.

2.2 Stammzelldifferenzierung und Pluripotenz

Um epigenetische Prozesse zu verstehen, ihre technische und therapeutische Nut-
zung zu ermdglichen, bedarf es einer biologischen Versuchsplattform. Daflr eignen
sich Stammzellen, die in den verschiedensten Subformen Einzug in die Forschung
gehalten haben. Hier verwendete Stammzellen kommen teils natirlich vor, werden

aber auch in vitro generiert.

Zellen, deren Kapazitdt dazu ausreicht, als Keimzelle einen vollstdndigen Organis-
mus hervorzubringen, werden als totipotent bezeichnet. Dieser Zustand verliert sich
bereits nach wenigen Zellteilungen.

Aus der inneren Zellmasse der Blastula I&sst sich eine besondere Zellentitéat gewin-
nen. Diese Zellen haben zwar ihre Totipotenz verloren, verfligen jedoch Utber die Ka-
pazitat, in alle bekannten Gewebe des Koérpers zu differenzieren. Diese Zellen wer-
den ESCs (embryonal stem cells) genannt. Ilhre Kapazitat zur Differenzierung wird
als Pluripotenz bezeichnet. ESCs weisen ein nahezu unbegrenztes Wachstumspo-
tential in Kultur auf. Ihre Fahigkeit zur Differenzierung bleibt dabei erhalten (Surani
und Reik in Allis 2006). Sie sind daher als primitivste Stammzellentitdt anzusehen,
ihre Eigenschaften kdnnen als Referenz flr pluripotente Zellen betrachtet werden.
Auf dieser Basis wurden Versuche zum Differenzierungsverhalten hin zu verschiede-
nen somatischen Zelltypen durchgefihrt. Eine Ausdifferenzierung von Stammzellen
lasst sich durch Veranderung der Kulturbedingungen herbeifihren. Auf der Grundla-
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ge natdrlicher und synthetischer Stammzellen wurden zudem umfangreiche Versu-
che zum physiologischen Vorgang der Differenzierung durchgefihrt. Dabei wurde
versucht, deren molekulare Grundlagen zu erfassen. Die Ergebnisse dieser For-
schung dienen bei der Planung zukinftiger und der Beurteilung bisheriger Forschung
als Referenzwerte (Krueger 2010).

2.3 Zellulére Reprogrammierung

Die Suche nach Determinanten zellularer Differenzierung lieferte Schllsselerkennt-
nisse zu Verstédndnis und Kontrolle des Zellschicksals. Dies ermdglichte schlieBlich
die Generierung von induzierten pluripotenten Stammzellen (iPSCs).

Anhand eines systematischen Screenings von 24 Faktoren, die sich vormals als be-
sonders typisch flr embryonale Stammzellen erwiesen hatten, wurde letztlich die
Kombination von OCT3/4, SOX2, c-Myc und Klf4 ermittelt. Diese Faktoren wurden
mittels synthetischer, viraler Vektoren in murinen Fibroblasten exprimiert. Die so ent-
stehenden Zellen weisen verschiedene Eigenschaften auf, die charakteristisch far
embryonale Stammzellen sind. Dazu zéhlen morphologische Kriterien und die Gene-
se von Tumoren bei Transplantation in immundefiziente Mause. Diese Zellen tragen
bei Verbringung in Embryonen zur Entstehung von Geweben bei, die allen drei
Keimblattern entspringen (Takahashi und Yamanaka 2006). Zusatzlich verschieben
sich molekulare Charakteristika in Richtung des embryonalen Zustandes. Es lasst
sich sowohl eine Histonkonfiguration nachweisen, die einer ES- Zelle entspricht, als
auch eine endogene Transkription der einmalig transfizierten Stammzellfaktoren. Die
CpGs der Promotoren von Nanog und Oct4 verlieren Gberwiegend ihre Methylierung.
Dies wird als Ausdruck ihrer Aktivierung gewertet. Diese induzierte Wandlung von
Zelleigenschaften wird als Reprogrammierung der Zellen in einen pluripotenten Zu-
stand bezeichnet (Takahashi und Yamanaka 2006, Wernig 2007). In einem weiteren
Schritt wurde dieses Procedere auf menschliche Hautfibroblasten Gbertragen. Auch
hier gelang es, reprogrammierte Zellen zu generieren. In beiden Féllen war die Er-
folgsrate jedoch sehr niedrig (Takahashi und Yamanaka 2006, Takahashi 2007).
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2.3.1 Variationen von Ausgangsmaterial, Faktoren und Methoden

Bereits bei den ersten Experimenten zur Generierung von iPSCs fiel die niedrige Ef-
fizienz dieser MaBnahme auf. Lediglich ein sehr geringer Teil der Zellen, die dem
Verfahren unterzogen wurden, spiegelte anschlieBend die Eigenschaften embryona-
ler Zellen wider. Es kam hingegen zur vielfachen Bildung unspezifisch veranderter
Zellkolonien (Takahashi 2007). Daher stellt sich die Frage, welche Eigenschaften
eine Zelle zur Reprogrammierung pradisponieren. Offenbar sind nur bestimmte Zel-
len daflr empfanglich, eine umfassende Reprogrammierung zu durchlaufen. Hier ist
anzunehmen, dass diese Eignung durch die epigenetische Konfiguration bedingt
wird. Es wurde bereits friih vermutet, dass der gewlnschte Weg vornehmlich von
gewebeeigenen Stamm- und Vorlauferzellen beschritten wird. Etwa 0,067% der Zel-
len in muriner Haut kdnnen dieser Entitat zugeordnet werden. Die physiologische
Konfiguration dieser somatischen Stammzellen erlaubt bereits verschiedenartige Dif-
ferenzierungen (Takahashi und Yamanaka 2006, Dyce 2004).

Im weiteren Verlauf wurden verschiedene Ursprungsgewebe und Zellarten zur Gene-
rierung von pluripotenten Zellen verwendet. Dabei waren deutliche Unterschiede in
der Reaktion auf die MaBnahmen zu beobachten, die zum Zwecke der Reprogram-
mierung angewandt wurden. Diese Differenz zeigte sich etwa bei der retroviralen
Ubertragung der vier grundlegenden Faktoren. Hier erwiesen sich Keratinozyten, im
direkten Vergleich zu Fibroblasten, als 100-fach effizienter und doppelt so schnell
empféanglich fir Reprogrammierung (Aasen 2008).

Weitere Experimente bestétigten die Korrelation von erhdhter Zellteilungs- und Diffe-
renzierungskapazitat bestimmter Zellen, zu einer verhéltnismaBgig effizienten Repro-
grammierung. Bei somatischen Stammzellen sind diese pradestinierenden Eigen-
schaften auf Grund ihrer physiologischen Funktion besonders ausgepréagt. Ihre her-
ausragende Eignung zur Reprogrammierung wurde in weiteren Untersuchungen na-
her beschrieben. So konnte zur Induktion von ESC-Eigenschaften in neuronalen
Stammzellen auf die externe Zufuhr von SOX2 verzichtet werden. Gleichzeitig redu-
zierte sich die Zahl der hier zu transfizierenden Faktoren auf zwei. Dabei flhrte
OCT4, zuzlglich c-Myc oder Kif4, bereits zum Erfolg (Kim 2008). Fur diesen Effekt
wird unter anderem eine gewisse endogene Produktion von SOX2 durch diese Zellart
verantwortlich gemacht. Tatsachlich lieBen sich diese Zellen in folgenden Experimen-
ten allein durch die auBere Zufuhr von OCT4 in einen ESC-artigen Zustand Uberfih-
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ren. Dies ging allerdings mit einer Verringerung der Reprogrammierungseffizienz um
den Faktor 10 einher (Kim 2009). Die Faktoren c-Myc und KIf4 werden mit der Ent-
stehung von Tumoren assoziiert. Die Mdglichkeit, von ihrer forcierten Expression ab-
zusehen, stellt somit einen Sicherheitsgewinn dar. Bei der Auswahl von Zellen fr
Reprogrammierungsexperimente ist dies zu beriicksichtigen. Die Fortschritte auf die-
sem Gebiet ricken die IPS-Technologie naher zur klinischen Applikation (Kim 2009,
Okita 2007).

Im Rahmen aktueller Entwicklungen wird zunehmend darauf hin gearbeitet, die Re-
programmierung der Zellen so schonend und sicher wie méglich zu gestalten. Zu
diesem Zweck wird der Verzicht auf virale Vektoren angestrebt. Insbesondere soll
eine Integration des transfizierten DNA-Abschnitts in das Zielgenom moglichst ver-
mieden werden. Dabei wird Uber systematische Screeningmethoden nach kleinen
Molekilen gesucht, die mit den verschiedenen Signalwegen der Zelle in Interaktion
treten. Auf diese Weise soll die Induktion der zelleigenen Gene fir Pluripotenzfakto-
ren hervorgerufen werden. Deren externe Zufuhr als DNA-Vektor oder Protein ware
dann nicht mehr nétig (Ichida 2009).
Ein weiterer Ansatz verfolgt das Ziel, eine Reprogrammierung Gber Fusionsproteine
zu ermdglichen. Diese synthetischen Proteine bestehen aus grundlegenden Pluripo-
tenzfaktoren, an deren C-Terminus eine weitere Aminosauresequenz angeflgt wur-
de. Durch diese Modifikation wird das rekombinante Protein dazu befahigt, die
Membran der Zielzelle zu penetrieren. Sobald es ins Zellinnere gelangt ist, entfaltet
es seine Wirkung als Pluripotenzfaktor (Zhou 2009). SchlieBlich wurden auch
miRNAs, deren Bedeutung im zelluldren Geschehen immer deutlicher zutage
tritt, zur gezielten Genese von IPS eingesetzt (Han 2011).
Letztlich ist die Frage nach den exakten Eigenschaften der iPSCs ungeklart. Wie be-
schrieben, kommt es je nach Ausgangszellart, Faktorengemisch und Applikations-
form zu einer unterschiedlichen Programmierungseffizienz (Hanna 2009). Welche
Bereiche des Genoms effizient und nachhaltig reprogrammiert werden, ist nicht be-
kannt. Das unterschiedliche Ansprechen auf diese MaBnahmen ist mdglicherweise
als Hinweis auf molekulare Zustadnde zu werten, die in der reprogrammierten Zelle
fortbestehen. Es liegt nahe, dass flr einzelne klinische Applikationen spezifische Pro-
tokolle bendtigt werden. Dabei waren Ausgangszellart und Reprogrammierungsme-
thode genau zu definieren. AuBerdem waren molekulare Parameter fir das fertige
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Produkt exakt zu bestimmen. Eine gewisse Wiederholgenauigkeit dieser Vorgange
ist erforderlich, um die Risiken fiir Patienten kalkulierbar zu machen. Dies erfordert
eine systematische Aufklarung des molekularen Geschehens, das der Reprogram-
mierung und dem spezifischen Differenzierungsverhaltens der iPSCs zu Grunde liegt
(Patel und Yang 2010).

An stark vereinfachten Tiermodellen, z.B. fir Sichelzell-Andmie, wurden bereits be-
achtliche Erfolge demonstriert. Fir die praktische Nutzung der iPSCs ist jedoch ein
erheblich detaillierteres Verstandnis erforderlich (Hanna 2007).

Zur Anndherung an die klinische Applikation und zur Suche nach aufschlussreichen
Modellen fir die Forschung ist daher die Auswahl optimaler Zellen erforderlich. De-
ren Eignung zur Reprogrammierung ist ebenso wichtig wie ihr ansprechen auf be-
stimmte Differenzierungsmethoden. Zu diesem Zweck muss eine breite Palette natlr-

lich vorkommender Stammzellen auf ihre Eigenschaften untersucht werden.

Die unrestringierte, somatische Stammzelle (USSC) aus Nabelschnurblut hat bei bis-
herigen Untersuchungen groBe Hoffnung geweckt. Sie erscheint als Uberaus
brauchbare Zellentitat fir Forschung und zukinftige Anwendung.

Menschliche USSCs sind mit vertretbarem Aufwand aus frischem Nabelschnurblut zu
gewinnen. Daher ist eine standardmé&Bige Gewinnung nach einer Entbindung wirt-
schaftlich und technisch unproblematisch. Der niedrigen Konzentration dieser Zellen
im Nabelschnurblut steht eine gute Kultivierbarkeit der Zellen gegentber. Bemer-
kenswert ist die hohe Zahl an Passagen bzw. Kulturzyklen, die von den Zellen durch-
laufen werden kann, ohne dass es zu spontaner Differenzierung kommt. Dabei be-
halten die Zellen ungewohnlich konstant eine hohe Telomerlange, verglichen mit
MSCs 30jahriger Spender.

USSCs weisen in ihrem natlrlichen Zustand ein breites Potential an verschiedenen
Differenzierungsmadglichkeiten auf. Die USSC hat ihre Fahigkeit zur Differenzierung
in die verschiedensten Gewebe in vivo und in vitro unter Beweis gestellt (Kdgler
2004). Die Induktion der Differenzierung lasst sich dabei exakt steuern. Dazu ist ein
hoher, aber beherrschbarer technischer Standard ihrer Handhabung erforderlich
(Kégler 2006).

Diese Eigenschaften machen die USSC aus Nabelschnurblut zu einem ernstzuneh-
menden Kandidaten fur therapeutische Anwendungen. Ihr unrestringierter Zustand
legt eine klinische Anwendung ohne vorherige Reprogrammierung nahe. Zukunftige
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Experimente haben zu klaren, wie die USSC auf verschiedene Reprogrammierungs-
verfahren reagiert. Es ist mdglich, dass sie durch ihre physiologische Konfiguration
bereits auf schonende Verfahren gut anspricht.

Zudem lassen sich am Differenzierungsverhalten der USSC die molekularen Grund-
lagen von zellularer Identitat und deren Plastizitat studieren.

2.4 Osteo-Differenzierung und Markerproteine

In vitro lasst sich die USSC in verschiedene Differenzierungswege lenken. Im Fokus
der vorliegenden Arbeit stehen deren Derivate, die eine Osteo-Differenzierung durch-
laufen haben. Dieser Vorgang dient hier als Modell fiir den Ubergang der USSC in
ein spezifisches Gewebe. Durch die Anreicherung des Kulturmediums mit Dexame-
thason, Ascorbinsaure-2-Phosphat sowie Ascorbinsdure und B-Glycerolphosphat
(DAG) kommt es zur Osteo-Differenzierung der USSC. Dabei bilden die Zellen mor-
phologische und funktionelle Eigenschaften aus, die dem physiologischen Zustand
von Osteoblasten entsprechen. Hier kommt es zur Bildung von Kalziumphosphatab-
lagerungen, die bereits makroskopisch zu erkennen sind. AuBerdem exprimieren die
Zellen eine Reihe von knochenspezifischen Faktoren. Vorherige Untersuchungen
haben einen Anstieg der Transkription von alkalischer Phosphatase, Osteokalzin,
Osteopontin, Bone-sialo-Protein und Kollagen Typ | nachgewiesen (Kégler 2004).

Als Indikator fur den Grad der Differenzierung wurden hier die Markerproteine Osteo-

kalzin und alkalische Phosphatase gewahlt.

Osteokalzin ist ein Kalzium-bindendes, hochgradig knochenspezifisches Protein
(Hauschka 1989). Im Knochengewebe stellt es neben den Kollagenen eines der hau-
figsten Proteine dar. Es wird zudem ins Blut sezerniert, wo es hormonale Wirkung
entfaltet. Sein Effekt beschréankt sich dabei nicht auf das Knochengewebe, sondern
zeigt offenbar einen Einfluss auf den Glucosemetabolismus. Dabei steigert Osteokal-
zin den Energieumsatz und reduziert die Fettmasse des Korpers (Yamaguchi 2011).

Alkalische Phosphatase ist ein membrangebundenes Enzym, das Monophosphates-
ter bei einem alkalischen pH-Optimum hydrolysiert. Es wird angenommen, dass die-
ses Enzym zur Mineralisierung des Knochens beitragt (Mahmoodian 1996). Bei der
alkalischen Phosphatase des Knochens handelt es sich um ein Protein, das vor-
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nehmlich auf Osteoblasten lokalisiert ist. Bei erhdhtem Knochenstoffwechsel ist es
vermehrt im Serum nachzuweisen (Epstein 1988).

Die phéanotypische Differenzierung der Osteoblasten wird in drei Phasen unterteilt:
Proliferation, Reifung der extrazellularen Matrix und Mineralisierungsphase. Wahrend
jedem dieser Abschnitte kommt es zur verstarkten Expression bestimmter Markerpro-
teine (Koizumi 1997).

Alkalische Phosphatase wird ab Mitte der Reifungsphase der extrazellularen Matrix
intensiv exprimiert. Beim Eintritt der Zelle in die Mineralisierungsphase reduziert sich
jedoch die Transkription von alkalischer Phosphatase deutlich. In diesem fortgeschrit-
tenen Stadium kommt es zur vermehrten Expression von Osteokalzin. Dieses Protein

ist daher als spater Marker der Knochenbildung anzusehen (Koizumi 1997).

2.5 Wichtige Faktoren flir Stammzelleigenschaften, Pluripotenz und Reprogrammie-
rung

Die molekularen Grundlagen embryonaler Stammzellen waren bereits Gegenstand
intensiver Forschung. Dabei wurde erkannt, dass der Zustand der Pluripotenz in er-
heblichem MaBe auf der Aktivitat eines regulatorischen Netzwerks basiert. Als des-
sen zentrale Elemente wurden NANOG, OCT4 und SOX2 identifiziert. Diese SchlUs-
selfaktoren nehmen auf eine Vielzahl von Zielgenen Einfluss und sind dariber hinaus
untereinander verschaltet. Dabei induzieren diese Proteine unter anderem gegensei-
tig ihre Expression. Neben einer Vielzahl von Genen sind an diesem Netzwerk auch
mehrere miRNAs beteiligt (Boyer 2005).

Wie beschrieben, haben diese Schllsselfaktoren ihre Wirksamkeit bereits bei der
Induktion von zellularer Pluripotenz gezeigt.

Im Folgenden werden die wichtigsten bisher identifizierten und verwendeten Fakto-

ren kurz vorgestellt.

2.5.1 OCT4

OCT4 hat seine zentrale Bedeutung fiir zellulare Pluripotenz in zahlreichen Experi-
menten unter Beweis gestellt. Sein natirliches Vorkommen ist auf die embryonale
Phase beschrankt. Hier findet es sich vornehmlich in der inneren Zellmasse des Tro-
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phoblasten (Pan 2002). Dieses Protein bindet viele regulatorische Stellen im Genom,
groBteils im Verbund mit anderen Faktoren. AuBerdem ist es zur Formierung von
Heterodimeren mit SOX2 in der Lage. Die Expression von OCT4 muss zur Aufrecht-
erhaltung der Pluripotenz in einem bestimmten Bereich konstant gehalten werden.
Wird diese Konzentration Uber- oder unterschritten, kommt es zur Differenzierung der
Zelle (Pan 2002, Boyer 2005). DarlUber hinaus haben sich Hinweise auf die Rolle von
OCT4 bei der Entstehung von Dysplasien ergeben. Dieser Zusammenhang konnte
experimentell bei ektoper Expression gezeigt werden. Unterstltzt wird diese Be-
obachtung durch das natlrliche Vorkommen von OCT4 in Malignomen (Hochedlinger
2005).

2.5.2 SOX2

SOX2 fungiert vornehmlich in neuronalen Stammzellen und ESCs zur Aufrechterhal-
tung der Pluripotenz. Ferner spielt es bei der Entstehung vom Epiblast und spater bei
der Entwicklung des extraembryonischen Ektoderms eine Rolle (Avilion 2003). Sei-
nen Beitrag zur Pluripotenz liefert SOX2 dabei im Rahmen des Netwerkes der Pluri-
potenzfaktoren. Neben verschiedenen weiteren regulatorischen Funktionen steuert
SOX2 hier vornehmlich die Expression von OCT4 (Yuan1995, Masui 2007). Die Ex-
pression von SOX2 steht unter dem Einfluss regulatorischer Elemente, wie dem En-
hancer SRR1. Die Wirkstarke der Enhancerfunktion von SRR1 wird durch epigeneti-

sche Modifikationen dieses Elements gesteuert (Sikorska 2008).

2.5.3 NANOG

NANOG ist ein wichtiger Stabilisator der Pluripotenz von Stammzellen, sein Einfluss
ist zum Erhalt des undifferenzierten Status notwendig (Chambers 2003, 2007). Of-
fenbar ist Nanog in den STAT3 Signalweg eingebunden, der die pluripotenzerhalten-
de Wirkung von LIF (Leukemia inhibitory factor) in vitro vermittelt. NANOG weist ne-
ben der Bindungsaffinitat zu einer Vielzahl von Zielgenen eine enge Verschaltung mit
den anderen zentralen Pluripotenzfaktoren auf (Pan 2007).
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2.5.4 Telomerase

Telomerase ist ein Enzymkomplex, dessen Aufgabe in der Regeneration der Telome-
re durch Anfigen von TTAGGG-Repeats besteht. Diese Aktivitat ist priméar erforder-
lich, da in Folge der semikonservativen Replikation der DNA jede Zellteilung mit einer
Verkirzung dieser Bereiche einhergeht. Dartber hinaus stellen die Telomere ein
Funktionselement zur Steuerung von Schicksal und Tod der Zelle dar. So sind sie an
der Einleitung der Apoptose beteiligt. Auch auf Entstehung und Wachstum von Tu-
moren nimmt die Telomeraseaktivitat Einfluss (Flores u. Blasco 2010). Die Telome-
rase besteht aus einer Untereinheit mit Reverse-Transkriptase-Aktivitat, die von
hTERT codiert wird, einer RNA-Matritze (hTR) und einem Telomerase-assoziierten
Protein, codiert durch hTEP1. Dazu kommt eine Vielzahl anderer Faktoren, die Ein-
fluss auf die Funktion dieses Apparates nehmen (Guilleret 2002). Fir die Steuerung
der Expression von hTERT wird einer groBen CGl besondere Bedeutung beigemes-
sen. Sie Uberspannt den Transkriptionsstartpunkt von ca. —1800 bp bis +2200 bp.
Far die Methylierung weiter Teile dieser CGl wurden komplexe regulatorische Funkti-
onen beschrieben. Besonders aufféllig ist, dass offenbar die Hypemmethylierung be-
stimmter Areale zur effektiven Transkription von hTERT bendtigt wird (Guilleret und
Benhattar 2004).

Entgegen der gangigen Beobachtung, dass die Methylierung eines Promoters eine
verminderte Aktivitdt seines Gens bedingt, unterliegt die Expression von hTERT of-
fenbar besonderen Regulationsprozessen. Es wird vermutet, dass hier methylie-
rungsabhéngige Repressoren eine Rolle spielen. Deren inhibitorischer Effekt auf die
Expression dieses Gens setzt eine Bindung an bestimmte CpG-reiche Abschnitte
voraus. Dies wird durch die Methylierung der relevanten Regionen verhindert (Guille-
ret und Benhattar 2004). AuBerdem wird eine Beteiligung zusatzlicher Faktoren an-
genommen, die unabhangig von CpG-Methylierung wirken (Guilleret und Benhattar
2004). Allerdings ist die epigenetische Steuerung des hTERT-Promoters, insbeson-
dere in Hinsicht auf Wirkung und Zustandekommen seiner CpG-Methylierung, Ge-

genstand kontroverser Diskussionen (Zinn 2007, Kyo 2008).
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2.5.5 Protoonkogene als Mediatoren der Dedifferenzierung: ,Pluripotenz-Induktions-
Booster*

Die beiden Faktoren c-Myc und Kilf4 sind mit der Entstehung von Tumoren assoziiert.
Sie sind daher als potentielle Risikofaktoren bei der Herstellung von Zellen zu sehen,
die zur Implantation in Patienten vorgesehen sind. Allerdings haben sie in vielen Ex-
perimenten ihre unterstitzende Wirkung bei der Induktion von Pluripotenz unter Be-
weis gestellt. Die Rolle dieser Faktoren im Rahmen der Reprogrammierung besteht
offenbar in der Induktion einer weitreichenden Chromatinmodifikation. In Folge wird
es den anderen eingesetzten Faktoren ermdglicht, an ihre Zielgene zu binden. So
kénnen die autoregulativen Regelkreise zur Aufrechterhaltung der Pluripotenz in
Gang gesetzt werden. Daher ist den Protoonkogenen c-Myc und KIf4 im Rahmen der
Reprogrammierungsexperimente nicht der Wert eines zentralen Transkriptionsfaktors
beizumessen. Sie dienen viel mehr als unterstitzende und beschleunigende Fakto-
ren, als ,Pluripotenz-Induktions-Booster” (Takahashi und Yamanaka 2006, Takahashi
2007, Okita 2007).

2.5.6 Komplexe Interaktionen

Die nahere Untersuchung dieser Schlisselfaktoren und ihrer Interaktion lieB ihr Zu-
sammenspiel als funktionelle Einheit weiter deutlich werden. Mittels fortschrittlicher
Methoden wurden Bindestellen von Faktoren ermittelt, die das Expressionsprofil von
ESCs in vivo bedingen. Dabei wurden per ChlP-Seg-Technik 3583 Genloci ermittelt,
die als relevant fUr die Pluripotenz erscheinen. Diese Elemente zeigten eine gemein-
same Okkupation durch NANOG, SOX2 und OCT4 in 43,4 % der Falle. Diesem zen-
tralen Netzwerk stehen als zweite, funktionell separate Gruppe die regulatorischen
Elemente c-Myc und n-Myc gegenulber. In einem nachsten Schritt wurde die Fahig-
keit des NANOG-OCT4-SOX2-Clusters zur Beeinflussung entfernt liegender Zielse-
quenzen nachgewiesen. So wurde gezeigt, dass dieser Cluster Kernelement eines
umfassenden Netzwerks ist. Dieser Komplex entfaltet seine breite Wirkung unter Be-
teiligung einer Vielzahl von variablen Cofaktoren. Das gesamte Netzwerk ist um die
Kernfaktoren angeordnet und beeinflusst maBgeblich den Differenzierungsgrad der
Zelle. Um die vielschichtigen, verzweigten Wirkungsweisen dieses Komplexes be-
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grifflich zu fassen, wird er auch als ,Enhancosom* bezeichnet (Chen 2008). Im Rah-
men dieser Arbeit erfolgt unter anderem die Untersuchung des Promoters von
hTERT. Dieses Gen zahlt zwar nicht zum Kernnetzwerk, liegt aber im Wirkbereich
des Enhancosomen. Es wurde beobachtet, dass dieses Netzwerk die Bindung des
transkriptionalen Koaktivators p300 an bestimmte Sequenzen vermittelt. P300 kann
wiederum im Verbund mit c-Myc am hTERT-Promotor wirken und eine Induktion von
Telomerase herbeiftihren (Chen 2008, Faiola 2005).

3. Fragestellung

Die vorliegende Arbeit zielt darauf ab, einen Beitrag zur Aufklarung der auBerge-
woéhnlichen Eigenschaften der USSC zu liefern. Dies erfolgte anhand der Untersu-
chung von wichtigen regulatorischen Elementen, den Promotoren von Pluripotenzfak-
toren.

Zu diesem Zweck standen USSCs in undifferenziertem Zustand so wie nach 14 tagi-
ger Induktion einer Osteo-Differenzierung zur Verfigung. Anhand dieses Modells
waren neue Erkenntnisse zur epigenetischen Konfiguration entscheidender Pluripo-

tenzfaktoren zu gewinnen.

USSCs zeigen umfassende Gemeinsamkeiten mit ESCs, etwa die Fahigkeit zur
Ausbildung von Zelltypen aller drei Keimblatter. Die genaue Herkunft und die physio-
logische Funktion der USSC sind weitestgehend unbekannt. Es besteht daher gro-
Bes Interesse an der Aufklarung der molekularen Grundlagen dieser Zellen (Kdgler
2004). In der aktuellen Literatur finden sich verschiedene Herangehensweisen, um
Ursachen von Pluripotenz und Differenzierungskapazitaten einer Zelle zu ergriinden.
Solche Daten stehen fiir ESC sowie einige weitere Zellentitdten zur Verfligung. Hier
ergibt die Zusammenschau konsistente Eckpunkte, die es erlauben, molekulare Be-
funde anndherungsweise in Bezug zu zellularen Eigenschaften zu setzen. Umso loh-
nenswerter scheint es, entsprechende Daten auch von USSCs zu erheben. Anhand
dieser Parameter sollten weitere Hinweise auf die Ursachen der einzigartigen Eigen-
schaften dieser Zellen gewonnen werden. Als zusatzliches Ziel sollte der Fundus an
Vergleichswerten erweitert werden. So dienen diese Daten zur Einordnung anderer

Stammzellen und deren abgeleiteter Entitaten.
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Die Ausdifferenzierung der USSCs erfolgte nach einem einheitlichen Protokoll. Die
resultierenden Zellen zeigten makroskopisch und mikroskopisch Charakteristika kul-
tivierter Osteoblasten. Mdgliche Unterschiede zwischen den bereitgestellten Zelllinien
waren von Interesse. DarUber hinaus waren weitere Informationen zum Funktionszu-
stand der Zellen hilfreich. Gewlnscht war eine sinnvolle Ergdnzung zur umfassenden
Beurteilung des untersuchten Modells. Es bot sich an diese Fragestellungen anhand
der Transkription aussagekraftiger Markergene zu eruieren. Als adédquate Methode
wurde die Real-Time-PCR gewahlt. Dabei wurden die Transkripte der Osteo-Marker
Osteokalzin und alkalische Phosphatase in ihrer Konzentration bestimmt. Zur Nor-
mierung wurde das ubiquitdr vorkommende Enzym GAPDH verwendet. Es diente
zum Ausgleich ggf. auftretender Differenzen der generellen cDNA-Konzentration in

den gemessenen Proben.

Mehrere vorherige Untersuchungen n&herten sich den molekularen Charakteristika
der USSC auf Proteinebene an. Hier standen bereits die zentralen Stammzellfakto-
ren OCT4, NANOG und SOX2 im Focus. Dabei konnte keine Expression dieser Fak-
toren nachgewiesen werden (Kluth 2010). Ebensowenig fanden sich Hinweise auf
ein Vorhandensein von Telomerase auf Proteinebene (Aktas 2010). Diese Befunde
werfen die Frage auf, ob diese Faktoren in USSCs tatsachlich dauerhaft inaktiviert
sind. AuBerdem ist zu klaren, wie die Repression dieser Faktoren bewerkstelligt wird,
die sich in dem Befund auf Proteinebene manifestiert. Es bot sich daher an, die epi-
genetische Regulierung der zentralen Stammzellfaktoren genau zu untersuchen. Da-
her wurde die epigenetische Konfiguration der entsprechenden Promotoren zum

zentralen Gegenstand der Untersuchung gewahlt.

Wie eingangs beschrieben, finden sich mehrere voneinander abgrenzbare aber in
Zusammenhang stehende Systeme zur Regulierung der Genaktivitat. Die vorliegen-
de Arbeit wurde als Bestandteil eines Projektes angefertigt, in dessen Rahmen auch
Histonmodifikationen untersucht wurden. Zur Grundlage dieser Dissertationsschrift
dient aber vornehmlich die Darstellung von Methylierungsschemata. Wie eingangs
beschrieben, ist die biologische Bedeutung der CpG-Methylierung zentral. Im Expe-
riment fungiert sie als wichtiger epigenetischer Indikator. Diese Untersuchung erfolg-
te in Bereichen des Genoms, denen eine hohe Relevanz fiir das Differenzierungspo-
tential und dessen Dynamik beigemessen wird. Zu CpG-Methylierungsmustern und
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deren Veranderung lassen sich Uber verschiedene Methoden Ergebnisse gewinnen.
Das Verfahren, das zu diesem Zweck die genauesten Resultate erbringt, ist die ge-
nomische Natriumbisulfit-Sequenzierung. Dabei wird eine Darstellung des Methylie-
rungszustandes der einzelnen CpG-Nukleotide erreicht. Von dieser Methode wurde
hier vornehmlich Gebrauch gemacht, um die fraglichen Regionen zu charakterisie-

ren.

4. Ergebnisse

4.1. Real-Time-PCR

In einem ersten Schritt wurden per Real-Time-PCR die Expressionsraten verschie-
dener Osteo-Marker gemessen. Hier zeigten die untersuchten Zellen teils deutliche
Differenzen.

Die Dauer der Kultivierung und die angewandten MaBnahmen zur Induktion der Os-
teo-Differenzierung waren bei den verwendeten Zellen identisch. Die 14-tagig inku-
bierten Zellen zeigten eine Morphologie, wie sie fir Osteoblasten typisch ist. Durch
die fortgeschrittene Kalzifizierung und das harte, die Zellen umgebende Material ge-
staltete sich ihre Gewinnung fir die DNA- und RNA-Pr&paration aufwendig. Es erfor-
derte einen erheblichen mechanischen Krafteinsatz, sie vom Boden der Kulturschale
zu l6sen. Trotz augenscheinlicher Gleichartigkeit variierte die Auspragung der Tran-
skription von zentralen osteoblastaren Identifikationsfaktoren. Dabei lieBen sich teil-

weise erhebliche Differenzen zwischen den einzelnen Zelllinien feststellen.

Zunachst erfolgte eine vergleichende Messung der Transkription des Osteoblasten-
markers Osteokalzin, per Real-Time-PCR. Hier zeigte sich eine deutliche Zunahme
der Konzentration entsprechender Transkripte bei USSCs, die 14 Tage unter Osteo-
Differenzierungs-Bedingungen inkubiert wurden, im Vergleich zu undifferenzierten
Stammzellen aus Nabelschnurblut (Abb. 1A).

Der Grad der Zunahme der Transkription von Osteokalzin-mRNA, ist zwischen den
Paaren von USSC und differenzierter Zelle relativ gleichférmig. Lediglich bei Zelllinie
335 zeigte sich dieser Effekt etwas deutlicher. Hier lag der gemessene Wert Gber
dem der Osteoblasten, die als Positivkontrolle dienten. Bei Zelllinie 8/51 konnte
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ebenfalls eine intensive Steigerung beobachtet werden. Dort blieb die Transkription

aber unter dem entsprechenden Wert der Osteoblasten.
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Abb. 1A: Relative Transkription von Osteokalzin in verschiedenen USSC-Linien sowie in deren
Derivaten nach 14- tagiger Osteo-Differenzierung und in Osteoblasten, gemessen per Real-Time-
PCR. 100% entspricht der Transkriptionsrate von Osteoblasten.
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Abb. 1B: PCR-Produkte verschiedener cDNA-Préparationen, amplifiziert mit den Primern fir Os-
teokalzin, die auch fur die Real-Time-PCR zum Einsatz kamen, aufgetragen auf Agarosegel. d14
entspricht 14-tagiger Osteo-Differenzierung.

Die Tendenz zu einer erhéhten Transkription von Osteokalzin nach 14-tagiger Osteo-
Differenzierung lie sich auch im optischen Vergleich der PCR-Produkte erkennen.
Auf dem gezeigten Gel ist das Resultat einer solchen PCR-Reaktion zu sehen. Dabei

42



wurden gleiche Mengen cDNA mit den Primern amplifiziert, die auch bei der Real-
Time-PCR zum Einsatz kamen (Abb. 1B). Die eher niedrigen Unterschiede zwischen
den Banden, sind wahrscheinlich in erster Linie durch die relativ hohe Sattigung der

PCR-Reaktion zu erklaren, die hier nach 32 Replikationszyklen erreicht wurde.
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Abb. 1C: Relative Transkription von alkalischer Phosphatase in verschiedenen USSC-Linien,
sowie in deren Derivaten nach 14-tagiger Osteo-Differenzierung und in Osteoblasten, gemessen
per Real-Time-PCR. 100% entspricht der Transkriptionsrate von Osteoblasten.
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Abb. 1D: PCR-Produkte verschiedener cDNA-Préparationen, amplifiziert mit den Primern fur alka-
lische Phosphatase, die auch fir die Real-Time-PCR zum Einsatz kamen, aufgetragen auf Agaro-
segel. d14 entspricht 14-tagiger Osteo-Differenzierung.

Auf Basis selbiger cDNA-Préparationen wurde dartiber hinaus das Gen fur alkalische
Phosphatase, ein weiterer Marker der Osteoblastendifferenzierung, auf seine Tran-
skription Uberprift. Bereits auf dem Gel zeigten sich bei Verwendung gleicher Men-
gen cDNA deutliche Unterschiede der sichtbaren Banden (Abb. 1D). Ebenso machte
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die Real-Time-PCR die Zunahme deutlich, der die Transkript-Konzentration infolge
der induzierten Differenzierung unterliegt (Abb. 1C). Die Transkription von alkalischer
Phosphatase lie3 die deutlichsten relativen Unterschiede bei den Zelllinien 5/73,
4/146 und 4/101 erkennen. Besonders bei Zelllinie 4/146 kam es zu einer auBerge-
wdhnlich intensiven Steigerung der Transkription. Es zeigte sich weiterhin, dass die
Zunahme dieses Markers den bei Osteoblasten gemessen Wert mehrfach deutlich
Ubersteigt. Eine gleichartige Dynamik lieB sich nicht bei der parallel durchgeflihrten
Messung der Osteokalzin-cDNA feststellen.

4.2.Natriumbisulfit-Sequenzierung

4.2.1 NANOG

Zwischen der Alu-Retrotransposon Region, die auBerhalb der Genregulation liegt
und dem Transkriptionsstart des NANOG-Gens befinden sich vier einzelne CpGs.
Um aufzuklaren, wie dieses epigenetische Kontrollelement im Falle der USSC aus
Nabelschnurblut konfiguriert ist, wurde anhand der Zelllinien 5/73 und 4/146 eine
Natriumbisulfit-Sequenzierung des Promotorbereichs vorgenommen (Abb. 2A).

Zur Vereinfachung werden im Folgenden die CpGs in diesem Bereich mit den Buch-
staben A bis D bezeichnet. Dabei stellt A das am weitesten vom Transkriptionsstart
entfernt gelegene (in der Abbildung ganz links) und D das am nachsten daran befind-
liche CpG (in der Abbildung ganz rechts) dar. Die beiden inneren CpGs sind eben-
falls in dieser Folge benannt.
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2 kb der NANOG 5™ Region

I |||||||||||||||W. L L

Aly  Promoterregion  Exonl

1
1
1
1
1
1
i
1
v

1
1
1
1
1
I
i
1
*

A B cC D A B CcC D A B c D
325 bp } }
] E E [Tl
d0 = g : ‘%g g g g
= () o] (]

5473

d14

47146
5/73

Abb. 2A: DNA-Methylierung des NANOG-Promoters im Verlauf

Schematische Darstellung der genomischen Organisation der NANOG-5" Region mit der relativen
Position eines Alu-Elements, Transkriptionsstartpunkt (durchgezogener Pfeil), erstes Exon und CpG-
Dinukleotide (senkrechte Striche). Die gestrichelten Pfeile umgrenzen die Region, die durch genomi-
sche Natriumbisulfit-Sequenzierung erfasst wurde. Im unteren Teil der Abbildung findet sich in der
oberen Reihe die Darstellung der Methylierungsschemata der USSC-Linien (d0), in der unteren Reihe
eine entsprechende Darstellung nach 14-tédgiger Osteo-Differenzierung. WeiBe Kreise entsprechen
unmethylierten CpG-Dinukleotiden, ausgefillte Kreise methylierten CpG-Dinukleotiden. Bezeichnung
A bis D siehe Text.

Zelllinie 4/146

Bei Zelllinie 4/146 konnte aus den USSCs in 14 Féllen der betreffende Genabschnitt
dargestellt werden. Aus dem Material selbiger Zelllinie nach 14 Tagen Osteo-

Differenzierung lieBen sich 19 dieser Sequenzen gewinnen.

Im undifferenzierten Zustand zeigen die Zellen ein methylierungsarmes Schema, das
eine gewisse Heterogenitat aufweist. So stellte sich in 9 der 14 Proben C als methyl-
iert dar. Auch B wies in 6 Fallen, also knapp der Hélfte der gewonnenen Sequenzen,
diese Modifikation auf. Die beiden ,auBeren“ CpGs im beschriebenen Bereich sind
hingegen fast durchgehend unmethyliert. Auffallig sind zwei von drei Féallen, in denen
eines dieser beiden CpGs methyliert ist. Hier sind jeweils auch die beiden ,inneren®
CpGs so modifiziert.
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Nach 14-tagiger Osteo-Differenzierung zeigt sich -wie auch beim USSC-Status der
Zellen- ein heterogenes Bild. Die Methylierung betrifft auch hier vornehmlich die bei-
den ,inneren“ CpGs. Dabei ist B in 10 von 19 Fallen methyliert, Cin 7 von 19 Fallen,
also je etwa der Halfte der gewonnenen Sequenzen. In 5 der Félle, in denen C me-
thyliert ist, trifft dies auch auf B zu. A ist in keinem Falle methyliert, D in zweien. Hier
ist, im Gegensatz zum USSC-Status, keine Korrelation der Methylierung der beiden

inneren zu den &uBeren CpGs zu vermuten.

Wenngleich die Aussagekraft aufgrund der Zahl der gewonnen Sequenzen weiterer
Uberpriffung bedarf, deutet sich hier eine gewisse Systematik an: Im USSC-Status
findet sich ein heterogenes Schema, das in der Gesamtintensitat der Methylierung
keine bedeutende Veranderung aufweist. Methylierte CpGs finden sich in nennens-
wertem Umfang nur in den Positionen B und C. Bei der Osteo-Differenzierung kommt
es zu einer Verschiebung des am haufigsten methylierten Nukleotids von Position C
auf Position B.

Zelllinie 5/73

Aus DNA-Praparationen von Zelllinie 5/73 wurden per Natriumbisulfit-Sequenzierung
17 Datensétze fur die fragliche Region im USSC-Status gewonnen. 13 weitere lieBen

sich nach 14-tagiger Osteo-Differenzierung erheben.

Im undifferenzierten Zustand war eine sehr geringe Methylierung der erfassten CpGs
festzustellen. Lediglich in Position D fanden sich in 7 der 17 Sequenzen entspre-
chende Modifikationen. In einem dieser Félle sind zudem die inneren CpGs betroffen
(B und C). Darliber hinaus findet sich hier Gberhaupt keine Methylierung.

Innerhalb der 13 Sequenzen, die nach 14-tagiger Osteo-Differenzierung gewonnen

wurden, finden sich keine methylierten CpGs. Eine Ausnahme bilden zweie Sequen-

zen, die in Position D diesen Befund erbrachten.
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Bemerkenswert ist, dass diese Daten im Laufe der Ausdifferenzierung eher eine Ab-
nahme der Methylierung des entsprechenden Promoters zeigen. In der osteoblas-
tenartig differenzierten Zelle weist der Promoter nahezu gar keine Methylierung auf.

Zusatzlich erhobene Daten: Pluripotenz-induzierte Zellen aus USSCs

Zusatzlich zu den beschriebenen Zellen im undifferenzierten und Osteo-
differenzierten Zustand, wurde die Untersuchung des NANOG-Promoters auf beson-
dere iPS-Zellen ausgeweitet. Diese waren aus Nabelschnurblut-USSCs generiert
worden. Dies geschah unter ektoper Expression der Faktorenkombination OCT4,
SOX2, C-Myc und KIf4 mittels retroviraler Transfektion (Zaehres, 2010).

Die beiden untersuchten Zelllinien wurden mit iPSC V und iPSC X bezeichnet, die

Ergebnisse sind in Abb. 2B dargestellt.
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Abb. 2B: DNA-Methylierung des NANOG-Promoters bei iPSCs aus USSCs

Schematische Darstellung der genomischen Organisation der NANOG-5"-Region mit der relativen Posi-
tion eines Alu-Elements, Transkriptionsstartpunkt (durchgezogener Pfeil), erstes Exon und CpG-
Dinukleotide (senkrechte Striche). Die gestrichelten Pfeile umgrenzen die Region, die durch genomische
Natriumbisulfit-Sequenzierung erfasst wurde. Hier wird das Methylierungsschema fiir iPSCs dargestellt,
die aus USSCs generiert wurden. WeiBe Kreise entsprechen unmethylierten CpG-Dinukleotiden, ausge-
fullte Kreise methylierten CpG-Dinukleotiden. Bezeichnung A bis D siehe Text.

iPSCV
iPSC X
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Zu iPSC V wurden 21 Sequenzen gewonnen. Es zeigte sich ein nahezu unmethylier-
ter NANOG-Promoter. Lediglich beim CpG in Position D war in sieben Fallen, einem
Drittel der gewonnenen Daten, eine Methylierung nachweisbar.

Im Falle von iPSC X konnten 20 Sequenzen generiert werden. Hier lieB sich ein ver-
schwindend geringer Methylierungsgrad feststellen. Die methylierten CpGs waren

ohne erkennbare Systematik etwa gleichmaBig auf die einzelnen Positionen verteilt.

4.2.2 SOX2und SRR1

Hier erfolgte die Aufklarung der Methylierungsschemata der Promoterregionen von
SOX2 und dessen SRR1-Enhancer. In die Untersuchung wurden die Zelllinien 4/146
und 4/101 einbezogen, jeweils im unrestringierten Zustand, sowie nach 14-tagiger
Osteo-Differenzierung. Der SRR1-Enhancer erstreckt sich etwa Ulber den Bereich
von 4100 bp bis 3700 bp upstream des Transkriptionsstarts von SOX2. Diese Region
beinhaltet vier CpGs. Der Enhancer SRR1 wurde analog zum Promoter an den jewei-
ligen Zeitpunkten untersucht, basierend auf der selben DNA-Probe. Hier wurden Da-
ten der Zelllinie 4/146, 4/101 (eingeschrankt) und 5/73 gewonnen (Abb. 3).

Zelllinie 4/146

Es wurden 12 Sequenzen des Promotorbereichs der USSC gewonnen. 14 Sequen-
zen von diesem Abschnitt lieBen sich aus den Zellen nach 14-tagiger Osteo-
Differenzierung gewinnen.

Waéhrend des USSC-Zustandes fehlte eine CpG-Methylierung fast vollig. Lediglich
eine der 12 Sequenzen wies eine derartige Modifikation auf. Diese befand sich am
zweiten CpG aus 5°-Richtung, innerhalb der Vierergruppe aus dicht liegenden CpGs,
die dem Transkriptionsstart am nachsten steht.

Interessanterweise findet sich unter den 14 Sequenzen, die nach 14 tagiger Differen-
zierung gewonnen werden konnten, ein ebenfalls véllig unmethylierter Promoter. Ei-
ne Ausnahme bildete die besagte Vierergruppe von CpGs. In vier dieser Sequenzen
war exakt das C-Nukleotid methyliert, das diesen Befund auch im undifferenzierten

Zustand der Zelle aufweist. Daneben lieBen sich nur noch in zwei weiteren Fallen
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CpG-Methylierungen feststellen. Hier sind andere Nukleotide betroffen, die ebenfalls

in der genannten Vierergruppe liegen.

Vom SRR1-Enhancer, lieBen sich aus Zellen im USSC-Status 18 Sequenzen gewin-
nen. Nach 14-tagiger Osteo-Differenzierung konnten fir die Zelllinie 4/146 insgesamt
10 Sequenzen dieses Bereichs erhoben werden.

Unter allen gewonnenen Daten wies hier vornehmlich das am weitesten upstream
gelegene Nukleotid eine gelegentliche Methylierung auf.

Bei der USSC war diese Modifikation bei einem Drittel der Sequenzen feststellbar.
AuBerdem kam es mit einer Haufigkeit von 4 unter 18 Sequenzen zur Methylierung
des nachstgelegenen CpGs.

Nach erfolgter Differenzierung, zeigten drei der zehn erhobenen Sequenzen am wei-
test upstream gelegenen CpG eine Methylierung. Darliber hinaus war nur noch ein
einziges weiteres CpG so modifiziert. Nach diesen Daten nahm die Methylierung im

Laufe der 14-tagigen Differenzierung also tendenziell ab.
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respondierenden SRR 1-Enhancers, der Promoterregion, des Transkriptionsstarts (durchgezogener
Pfeil), und aller CpG-Dinukleotide (senkrechte Striche). Im oberen Teil der Abbildung ist der Zustand fir
USSCs wiedergegeben, im unteren Teil nach 14-tagiger Osteo-Differenzierung.

Enhancers in USSCs und nach 14-tagiger Osteo-Differenzierung. Schematische Darstellung der
genomischen Organisation der SOX2-5"-Region in Zusammenschau mit der relativen Position des kor-

Abb. 3: Methylierungsstatus der SOX2-Promoterregion und des korrespondierenden SRR1-



Zelllinie 4/101

Vom Promoterbereich der Zelllinie 4/101 lieBen sich im unrestringierten Zustand 13
Sequenzen gewinnen. Nach erfolgter Differenzierung gelang dies in 18 Féllen.
Innerhalb aller 13 Promotersequenzen der USSC findet sich ein einziges methyliertes
CpG. Dies ist an der am weitesten downstream gelegenen Position innerhalb der
erwahnten ,Vierergruppe® zu finden.

Bei den 18 Sequenzen, die den Zustand der Zelle nach 14-tdgiger Osteo-
Differenzierung widerspiegeln, finden sich insgesamt finf methylierte CpGs. Diese
sind diffus auf den untersuchten Bereich verstreut. Kein einziges dieser modifizierten
Nukleotide befindet sich in der ,Vierergruppe®.

Die Sequenzierung der SRR1-Enhancer-Region lieferte neun Sequenzen zu den un-
restringierten Zellen, in denen die vier untersuchten CpGs enthalten waren. Entspre-
chende Sequenzen konnten fir den differenzierten Zustand nur bruchstickhaft ge-
wonnen werden. Dabei wurden in sechs Féllen die ersten beiden Nukleotide up-
stream und in einem weiteren Fall nur das erste CpG dargestellt.

Sowohl im USSC- als auch im Osteo-differenzierten Zustand zeigte sich im SRR1-

Enhancer dieser Zelllinie kein einziges CpG methyliert.

Zelllinie 5/73

Bei Zelllinie 5/73 wurde lediglich der Zustand des Enhancers SRR1 untersucht. Es
gelang, fir den USSC-Status neun vollstandige und drei unvollstdndige Sequenzen
zu erheben. Letztere beinhalten nicht alle CpGs. Hier zeigte sich ein einziges CpG
methyliert. Darlber hinaus wiesen diese Sequenzen keinerlei derartige Modifizierun-
gen auf.

Vom entsprechenden Enhancer konnten nach 14-tagiger Osteo-Differenzierung 12
vollstandige Sequenzen gewonnen werden. Eine weitere Sequenz beinhaltete nur
die ersten beiden CpGs. Alle Sequenzen aus Zellen dieses Differenzierungsgrades

zeigten hier keinerlei Methylierung.
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4.2.3 hTERT

Hier wurde der Bereich von -656 bp bis -417 bp relativ zum Transkriptionsstart von
hTERT einer detaillierten Analyse per Natriumbisulfit-Sequenzierung unterzogen.
Dieser Abschnitt beinhaltet eine Vielzahl sehr dicht liegender CpGs.

Der Bereich wurde anhand der Zelllinie 4/146 untersucht, das Ergebnis ist in Abb. 4A

dargestellt.

Zelllinie 4/146

17 Sequenzen des Bereichs im USSC-Status konnten gewonnen werden. Dabei wie-
sen 11 eine Methylierung des dritten CpGs auf, vom Transkriptionsstart an in 5” Rich-
tung gezahlt. Dartber hinaus fand sich fast gar keine CpG-Methylierung. Lediglich
wenige, eingesprengte, methylierte CpGs sind zu erkennen.

In sieben der Sequenzen wurde bei der Sequenzierung eine Position, an der ein Cy-
tosin zu erwarten ware, als Adenin identifiziert. Es handelt sich hier ggf. um einen

Sequenzierfehler.

Aus den Zellen, die eine 14-tagige Osteo-Differenzierung durchlaufen hatten, wurden
20 Sequenzen gewonnen. Dabei war in acht Féllen die Methylierung des drittnachs-
ten CpGs zum Transktiptionsstart nachweisbar. Eine Methylierung dieser Position
war im USSC-Zustand ebenfalls aufgefallen. DarGber hinaus war, wie im Falle der
USSC, eine minimale, diffuse Methylierung festzustellen.

In 13 Fallen wurde statt eines Cytosins ein Arginin detektiert. Die Position dieses
Arginins entsprach der Stelle, die bei den Sequenzen der USSC eine ebensolche
Auffalligkeit gezeigt hatte.
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Abb. 4A: Methylierungsschema, Ausschnitt aus der CpG-Insel des hTERT-Promoters, in USSCs

und nach 14-tagiger Osteo-Differenzierung. Die 5" Region, die sich von -417 bp bis -656 bp bezogen

Sequenzierung unterzogen. Dabei reprasentiert das obere Diagramm den Zustand der USSC, wahrend
das untere die entsprechende Sequenz nach 14-tagiger Osteo-Differenzierung wiedergibt. Hier ist jedes

unmethylierte CpG-Dinukleotid durch einen weiBen Kreis bezeichnet, jedes methylierte durch einen

auf den Transkriptionsstart erstreckt, wurde hier einer Detailanalyse per genomischer Natriumbisulfit-
schwarzen Kreis und Adenin an der Stelle von Cytosin durch einen blauen Kreis.
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5. Diskussion

5.1 Transkription von alkalischer Phosphatase und Osteokalzin

Weder makroskopisch noch mikroskopisch zeigten sich Unterschiede zwischen den
einzelnen Zelllinien im jeweiligen Differenzierungszustand. Dies gilt sowohl fir die
hier untersuchten USSCs als auch fir die Zellen, die eine 14-tdgige Osteo-
Differenzierung durchlaufen hatten. Bei den Transkriptionswerten von alkalischer
Phosphatase und Osteokalzin waren jedoch durchaus Unterschiede feststellbar. Os-
teokalzin steht als relativ spater Marker flr die fortgeschrittene Entwicklung von Os-
teoblasten. Er kennzeichnet hier die Phase der Mineralisierung. Bei der Real-Time-
PCR, zeigte Osteokalzin zwar einen deutlichen Anstieg seiner Transkription wahrend
der Osteo-Differenzierung. Seine Transkriptionsrate verblieb dabei aber in den meis-
ten Fallen unterhalb des Niveaus von Osteoblasten (Koizumi 1997).

Ein sehr viel deutlicherer Anstieg der Transkription, lie3 sich bei alkalischer Phospha-
tase feststellen. Dabei wurde bei mehreren der untersuchten Zelllinien sogar die
Transkriptionsrate in Osteoblasten Uberstiegen. Die vermehrte Transkription von al-
kalischer Phosphatase ist typisch fir die zweite Halfte der Reifungsphase der extra-
zellularen Matrix (Koizumi 1997). Die préaferentielle Transkription dieses Faktors kann
als Hinweis fur eine Affinitéat der Zellen zu diesem Funktionszustand aufgefasst wer-
den. Demnach wirden USSCs nach 14 tagiger Osteo-Differenzierung unter diesen
Kulturbedingungen zum Transkriptionsprofil der spaten, mittleren Phase der Osteo-
blastenreifung tendieren.

Die Zelllinie 4/146, bei der sich der deutlichste Transkriptionsanstieg von alkalischer
Phosphatase zeigen lieB, ist dafur bekannt, in Kultur tendenziell starker zur Ausdiffe-
renzierung zu neigen. So verliert sie die Fahigkeit, ihren undifferenzierten Zustand
aufrecht zu erhalten, nach einer signifikant niedrigeren Zahl an Reproduktionszyklen
als andere USSC-Linien. Man kdnnte die deutliche Veranderung als Hinweis fiir eine
starke Antwort auf die MaBnahmen zur induzierten Differenzierung verstehen.

Es stellt sich die Frage, ob die vermehrte Transkription von alkalischer Phosphatase
ein Zeichen fur die deutlichere Affinitdt zum ausdifferenzierten Zustand ist. Es ist
maoglich, dass dieses Ansprechen auf DifferenzierungsmaBnahmen als Charakteristi-

kum von Stammzellen auftritt, die ihre Pluripotenz beschleunigt verlieren.
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Die USSC wurde im Rahmen von in-vitro-Differenzierungsexperimenten untersucht,
die Hinweise zur Bewertung dieses Sachverhalts lieferten. Die starke Expression des
Markers der mittleren Stufe der phénotypischen Entwicklung des Osteoblasten
scheint nicht auf eine Arretierung in diesem Zustand hinzuweisen. Eine funktionelle
Integration wird dadurch offenbar nicht behindert. Bei der Implantation von USSCs in
den Knochen von Versuchstieren konnte gezeigt werden, wie diese Zellen zur Kno-
chenbildung und —heilung beitragen (Kégler 2004). Die Zellen verharren hier also
nicht in einem bestimmten Entwicklungszustand, sondern Ubernehmen die Funktion
von physiologischem Gewebe.

5.2 Methylierungsschemata

5.2.1 SOX2

Hier erfolgte die Aufklarung der Methylierungsschemata der Promoterregion von
SOX2 und dessen SRR1-Enhancer. Diese Regionen nehmen erheblichen Einfluss
auf die Expressionskontrolle dieses Gens. SOX2 und dessen Enhancer SRR1 sind in
neuronalen Stammzellen aktiviert. Ihre epigenetische Modifikation ist Teil der mole-
kularen Dynamik, die zur Ausdifferenzierung dieser Zellen fuhrt (Sikorska 2008).
SOX2 ist im Zusammenhang mit der USSC nicht nur interessant, weil es sich um
einen der Schllsselfaktoren zellularer Pluripotenz handelt. Die USSC hat in vorheri-
gen Experimenten ihr Potential zur Ausdifferenzierung in Richtung von Neuronen
deutlich unter Beweis gestellt (Kdgler 2004).

Bei der vorliegenden Untersuchung zeigte sich ein extrem niedriges Ausmaf der Me-
thylierung des SOX2-Promoters. Dieser Befund war sowohl im Falle der USSC als
auch nach 14-tagiger Osteo-Differenzierung dieser Zellen feststellbar. Das ist vor
allem angesichts der Tatsache bemerkenswert, dass bei Untersuchungen auf Pro-
teinebene keine Expression dieses Stammzellfaktors nachweisbar war (Kluth 2010).
Bei der Ausdifferenzierung von Neuronen war eine Korrelation der SOX2-Expression
mit der epigenetischen Konstellation des Promoters und des Enhancers SRR1 fest-
gestellt worden. Hier zeigte sich, dass eine geringgradige Methylierung sowohl des
Enhancers als auch des Promoters mit einer starken Expression von SOX2 einher-
geht (Sikorska 2008). Es hatte nun die Mdglichkeit bestanden, dass ein Ausbleiben
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der Expression auf Proteinebene, entweder mit einer Hypermethylierung des Promo-
tors und des Enhancers oder eines der beiden Elemente, einhergehen wirde. Tat-
sdchlich zeigten sich hier beide Elemente nahezu véllig unmethyliert. Dieser Befund
prasentiert sich sowohl bei der USSC als auch nach 14-tagiger Osteo-
Differenzierung. Lediglich ein rudimentares Auftreten von methylierten CpGs an einer
spezifischen Position beim SOX2-Promoter der Zelllinie 4/146 konnte beobachtet
werden. Dieses Phanomen sollte im Rahmen zukinftiger Arbeiten auf seine Rele-
vanz Uberprift werden. Auch die beschriebenen Veranderungen in der ,Vierergrup-
pe“ von CpGs missen bei weiteren Untersuchungen beachtet werden. Auffalligkeiten
an dieser Position sind zwar bei Zelllinie 4/101 nicht feststellbar; allerdings zeigt sich
im Falle dieser Zelllinie nicht die Uberdurchschnittliche Differenzierungsneigung von
Zelle 4/146.

Hinweise, die eine differenzierte Betrachtung der Methylierungsschemata nahe le-
gen, finden sich in der Literatur. Dort wird eine abgestufte Expressionsintensitat von
SOX2 beschrieben. Dabei korreliert die Methylierung von SRR1 mit einer reduzierten
Expression von SOX2 (Sikorska 2008).

Weitere Versuche haben zu klaren, ob dies auch eine biologische Relevanz bei der
Reaktivierung des Gens hat. Es ware denkbar, dass eine Reaktivierung durch Ver-
anderung anderer Einflussfaktoren herbeifihrbar ist. Diese hypothetischen Faktoren
kdnnten bei den hier vorliegenden Zellen eine Expression auf Proteinebene verhin-
dern. Es stellt sich die Frage, ob eine Reaktivierung durch deren Wegfall bei methyl-
ierten CpGs in SRR1 vermindert ist. Dem gegentber kénnte eine Reaktivierung beim
unmethylierten Zustand sofort eine hohe Expression von SOX2 herbeifihren. Der
hier beobachtete Zustand ware dann als Ausdruck einer Bereitschaftshaltung fir eine

effiziente Expression dieses Gens zu werten.

Bei Zelllinie 4/146 findet sich eine leichte Praferenz zur Methylierung von Position A
des SRR1-Enhancers. In der Literatur ist dieses Phanomen, soweit ersichtlich, nicht
explizit beschrieben. In den gezeigten Abbildungen lasst sich allerdings in einem Fall
augenscheinlich eine geringgradige Praferenz fir die Methylierung des CpGs in Posi-
tion A finden. Dies betrifft die beginnende Remethylierung von astrozytéaren Zellen.
Deren SOX2-Expression wurde durch die Inkubation mit bFGF (basic fibroblast
growth factor) erst zum Anstieg gebracht und fiel anschlieBend wieder ab (Sikorska
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2008). Das Absinken der Expression ging mit der Remethylierung von SRR1 einher.
Dabei war die genannte Position tendenziell intensiver betroffen (Sikorska 2008).

5.2.2 NANOG

Bei einer Vielzahl moderner Publikationen zu Pluripotenz und Differenzierungspoten-
tial von Stammzellen wird versucht, den Funktionszustand der Zellen durch regelhaf-
te Parameter zu erfassen. Dabei nimmt das Methylierungsschema der Promoterregi-
onen bestimmter Schllisselfaktoren eine wichtige Rolle ein. So untersuchen einige
Arbeiten zur Reprogrammierung von somatischen Zellen zu iPSCs vornehmlich die
Promotoren von OCT4 und NANOG. Deren Demethylierung wird als epigenetisches
Korrelat zur erfolgreichen Uberfiihrung der Zelle in einen ESC-artigen Zustand ge-
wertet (Takahashi und Yamanaka 2006, Takahashi 2007).

(Die Beschreibung der OCT4-Promoter-CpG-Methylierung wurde im Rahmen der
gemeinsamen Arbeit flr eine Publikation (Santourlidis 2010) von meiner Kommilito-
nin Judith Springer vorgenommen. Auf diese Ergebnisse wird hier nicht naher einge-

gangen.)

Zwischen der Alu-Retrotransposon-Region, die auBerhalb der Genregulation liegt,
und dem Transkriptionsstart des NANOG-Gens, befinden sich vier einzelne CpGs.
Diese werden im Laufe der zelluldren Differenzierung methyliert. Die damit einherge-
hende Inaktivierung des Gens ist offenbar eine Voraussetzung fiir die Ausdifferenzie-
rung in stabile somatische Gewebe. In-vitro-Untersuchungen bestéatigten den repres-
siven Effekt auf die Genexpression, der durch die Methylierung dieser CpGs hervor-
gerufen wird (Hattori 2007).

Auch die regulatorischen CpGs des NANOG-Promoters stellten sich trotz der Abwe-
sendheit dieses Faktors auf Proteinebene (Kluth 2010) weitestgehend unmethyliert
dar.

Der Nanog-Promoter war Untersuchungsgegenstand beim Vergleich verschiedener
Stufen der Spermiogenese und bei Keimzelltumoren. Hier fand sich eine NANOG-
Expression, die durch eine verstarkte Methylierung des Promoterbereichs reduziert
wurde. Die Intensitat, mit der die Methylierung die Expression beeinflusst, lie dabei
graduelle Abstufungen erkennen (Nettersheim 2011).
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Weiter stellt sich die Frage nach der Signifikanz der Details des Methylierungssche-
mas. Bei Zelllinie 4/146 ist eine verstarkte Konzentration der wenigen methylierten
CpGs auf die beiden inneren, bei 5/73 auf eine der auBeren Positionen zu erkennen.
Bei der erwahnten Arbeit zur Spermiogenese und NANOG-Promotermethylierung
findet sich auf den Abbildungen tatsachlich eine relativ konstante Schematik. Teilwei-
se sind dort Ahnlichkeiten zu den hier gefundenen Schemata zu erahnen. Der Autor
geht nicht nadher auf die Details des Musters ein (Nettersheim 2011). Auch ist frag-
lich, ob die insgesamt etwas intensivere Methylierung des Promotors von Zelllinie
4/146 mit der eingeschrankten relativen Kultivierbarkeit dieser Zelle in Zusammen-

hang steht.

Die Daten zu induzierten pluripotenten Zellen aus USSCs, die hier erhoben wurden,
zeigen eine extrem niedrige Methylierung des Promoterbereichs von NANOG. Dies
untermauert den Stammzellcharakter der so gewonnenen Zellen. Deren Ahnlichkeit
zu embryonalen Stammzellen wurde in anderen Untesuchungen bestatigt. So zeig-
ten sich entsprechende Parallelitaten zu ESCs anhand weiterer Parameter, wie dem
globalen Transkriptionsprofil oder dem Vorhandensein bestimmter microRNAs (Zaeh-
res 2010).

Die geschilderte Erhebung der CpG-Methylierung lieferte somit neue, unerwartete
Erkenntnisse zur Epigenetik der zentralen Stammzellfaktoren in der USSC. Dabei
lassen sich fur SOX2 und NANOG bestimmte Gemeinsamkeiten erkennen. Es
kommt nach dem verwendeten Differenzierungsprotokoll zur deutlichen phanotypi-
schen Ausdifferenzierung. Dies ist sowohl im makroskopischen und mikroskopischen
Bild als auch bei der Transkription der untersuchten Osteo-Marker erkennbar.

In der USSC sind die untersuchten Promotoren der Pluripotenzfaktoren nur sehr ge-
ringgradig methyliert. Nach 14-tédgiger Osteo-Differenzierung kommt es allerdings
nicht zu einer Zunahme der CpG-Methylierung dieser Elemente. Mdglicherweise ist
dieses Resultat dem eingeschrankten Zeitfenster geschuldet, das hier betrachtet
wurde. So ist es mdglich, dass dieser Steuerungsschritt zu einem spéteren Zeitpunkt
auftritt. Festzuhalten ist, dass eine umfassende Methylierung der untersuchten Ele-

mente keine Voraussetzung fir die Herausbildung des Osteo-Phanotyps ist.
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5.2.3 hTERT, Telomerase und Telomere in der USSC

Bisher lagen keine Kenntnisse zur CpG-Methylierung des hTERT-Promoters in

USSCs vor. Die hier gewonnenen Daten geben einen neuen Einblick in eine der re-
levantesten Regionen flir die Regulierung dieses Gens. Die gewahlte Region um-
fasst etwa 240 bp in einem Bereich hoher CpG-Dichte, von -417 bp bis -656 bp up-
stream des Transkriptionsstarts. Hier zeigen sich neben dicht gruppiert stehenden,
einige solitire CpGs. Die Regulierung der Telomeraseaktivitat, erscheint nach bishe-
rigen Untersuchungen ausgesprochen komplex. Als Promoterregion von hTERT im
weitesten Sinne wird die gesamte CpG-reiche Region von —650 bp bis +150 bp rela-
tiv zum Transkriptionsstart aufgefasst. Dieser Bereich weist offenbar eine funktionelle
Untergliederung auf, die eine Abgrenzung zweier Einheiten erlaubt. Einerseits spielt
offenbar das direkte Umfeld des Transkriptionsstarts von etwa —150 bp bis +150 bp
eine Rolle. Von besonderem Interesse ist auch eine weitere regulatorische Region,
die sich von —650 bp bis —400 bp erstreckt. Beide Elemente sind Ziel von DNA-
Methylierungsvorgangen, die jeweils einer eigenen Dynamik folgen. Ihre Bedeutung
ist Gegenstand kontroverser Diskussion (Zinn 2007, Guileret und Benhattar 2004).
Einige Studien kommen zu dem Ergebnis, dass eine Hypomethylierung der gesam-
ten Region oder bestimmter Teile essentiell fir die Telomeraseexpression sind. An-
dere Untersuchungen stellen diesen Zusammenhang in Frage (Kyo 2008). Auch die
Notwendigkeit der Hypermethylierung der CpGs im Bereich von —500 bp bis +450 bp,
besonders in Hinblick auf den Bereich von —500 bp bis +1 bp, als Voraussetzung fur
die Telomeraseexpression wird diskutiert (Guileret und Benhattar 2004). In einer um-
fassenden, detaillierten Untersuchung konnte die positive Korrelation von Hyperme-
thylierung zu Telomeraseexpression fir den Bereich von —650 bp bis —400 bp bestéa-
tigt werden. Fir den Bereich von —150 bp bis +150 bp zum Transkriptionsstart wurde
hingegen eine verringerte Methylierung bei Telomerase-positiven Zellen gefunden.
Die intensive Methylierung im Bereich von —650 bp bis —400 bp zeigte sich dabei vor
allem bei malignen Zellen (Zinn 2007). Es besteht die Mdglichkeit, dass die Hyper-
methylierung des hTERT-Promoters Folge eines ausgepragten Methylierungsdrucks
ist, der in Malignomzellen reaktiv zur Entartung und ungehemmten Proliferation zu-
stande kommt (Dessain 2000). Die breite Faktenlage machte eine Beschrankung auf
besonders interessante Regionen erforderlich. Bei der Auswahl wurden die spezifi-
schen Eigenschaften der USSC berlcksichtigt. Die USSC zeigt sich als weitestge-
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hend undifferenzierte, proliferationsfreudige Zellentitat. Sie zeigt aber keine Neigung
zur malignen Entartung. Daher bestand ein besonderes Interesse, die Region von
ca. —650 bp bis —400 bp detailliert auf ihre Methylierungskonfiguration zu untersu-
chen.

Die im sequenzierten Bereich beobachtete rudimentdre CpG-Methylierung lieB ein
erkennbares Schema vermissen. Das Ergebnis beféhigt vorerst zu dem Schluss,
dass diese Region in USSC nahezu unmethyliert ist und diesen Status auch nach
14-tagiger Osteo-Differenzierung beibehalt. Lediglich die hervortretende tberdurch-
schnittliche Methylierung des einzeln stehenden CpGs an dritter Stelle upstream des
Transkriptionsstarts, fiel auf. Hier stellt sich die Frage nach der funktionellen Rele-
vanz. Auch bei diesem Befund lieB sich keine nennenswerte Anderung im Verlauf der
Ausdifferenzierung feststellen. Hier stellt sich wiederum die Frage nach der Bedeu-
tung des engen Zeitfensters, das hier betrachtet wurde.

Ob das hier gezeigte Methylierungsschema kennzeichnend fr nichtmaligne Stamm-
zellen ist, denen ein malignitatsassoziierter Methylierungsdruck fehlt, missen zukuinf-
tige Untersuchungen klaren (Dessain 2000). Die unterschiedlichen Befunde, die fir
diesen Abschnitt der fraglichen CpG-Insel vorliegen, machen dessen funktionale Ab-
klarung weiterhin interessant. So ist etwa zu erheben, ob in Abhangigkeit vom hier
vorliegenden Methylierungsschema bestimmte Faktoren gebunden oder abgewiesen
werden (Guileret und Benhattar 2004).

Zur Aufklarung der Rolle von CpG-Methylierung bei der Regulierung von hTERT in
Stammzellen wie der USSC sind umfassende weitere Untersuchungen erforderlich.
Die Konfiguration der fraglichen CGl wéare dabei fir eine Vielzahl unterschiedlicher
Proben darzustellen (z.B. Tumorzellen, ESC usw.). Es ware mdglich, auf diese Wei-
se eine Korrelation zwischen dem Methylierungsschema und Eigenschaften wie
Pluripotenz, maligner Kapazitat oder Differenzierungsneigung zu ergriinden. Um die-
ses Ziel zu erreichen, waren umfassende Untersuchungen verschiedenster Zellen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten und unter Verwendung diverser Differenzierungspro-
tokolle notwendig. Hier kénnten moderne Hochdurchsatztechniken, wie verschiedene
,nhext-generation-sequencing“-Methoden ihre Fahigkeiten unter Beweis stellen. Sol-

che Verfahren waren zur Bewaltigung des hier zu erwartenden Probenaufkommens
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geeignet. Aktuelle Entwicklungen zielen darauf ab, diese Technik gezielt zur Aufkla-
rung des CpG-Methylierungsschemas einzusetzen (Krueger 2012).

Die GrdBe und Komplexitat des hTERT-Gens erschwert die systematische Aufkla-
rung seiner Funktion. Es liegt daher nahe, neben der Natriumbisulfit-
Sequenzierungen andere Methoden zur Anwendung zu bringen. Im Rahmen der Ar-
beiten fir die Publikation, zu der die hier gezeigten Daten beigetragen haben, wurde
auf die MeDIP-Technik zuriickgegriffen. Hier wird eine Untersuchung von CGls mit-
tels Antikérpern gegen methylierte CpGs und folgender Hybridisierung gegen DNA-
Chips vorgenommen. Die so gewonnenen Daten bestétigten die per Natriumbilsulfit-
Sequenzierung gewonnenen Erkenntnisse. Dabei ist allerdings das grobe Auflé-
sungsvermogen dieses Verfahrens zu berlcksichtigen. Sowohl fiir den hier unter-
suchten Bereich, als auch fur weitere Abschnitte der CGI im hTERT-Promoter, deutet
sich eine gewisse Parallelitat der Methylierungsschemata der USSC zu denen der
ESC an. Allerdings lieBen andere Bereiche der CGl eine gréBere Kongruenz der
USSC zum Zustand von ausdifferenzierten Fibroblasten erkennen (Santourlidis
2010), dargestellt in Abb. 4B. Auf Basis dieser Erkenntnisse lasst sich der USSC ein
intermediarer Zustand der Methylierung dieser Region zuweisen. Dessen Einfluss-
nahme auf die Funktion des Gens und ggf. anderer Gene bedarf weiterer Klarung.
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Abb. 4B: DNA-Methylierungsprofil der CpG-Insel des hTERT-Gens in USSC, I3 ESC und Fib-
roblastsen, erhoben mittels NimbleGen Array-Technik (A). Zu dieser Darstellung sind die hier
erhobenen CpG-Methylierungsschemata in Bezug gesetzt (B). Gestrichelte Kasten heben Ahnlich-
keiten im DNA Methylierungsprofil zwischen USSC und terminal differenzierten Fibroblasten hervor.
Gestrichelte Ellipsen bezeichnen Ahnlichkeiten zwischen USSC und I3 ESCs. Ein gestrichelter Pfeil
markiert den Transkriptionsstartpunkt. Die 5°-Region, die sich von -417 bp bis -656 bp bezogen auf den
Transkriptionsstartpunkt erstreckt, wird durch die massive Linie unterhalb des USSC Panels dargestellt
(Quelle: Santourlidis 2010). Dieser Bereich wurde bei der vorliegenden Arbeit einer Detailanalyse per
genomischer Natriumbisulfit-Sequenzierung unterzogen und ist hier im Vergleich dargestellt (B) (ent-
spricht Abb. 4A). Dabei reprasentiert das obere Diagramm den Zustand der USSC, wahrend das untere
die entsprechende Sequenz nach 14-tégiger Osteo-Differenzierung wiedergibt. Hier ist jedes unmethyl-
ierte CpG-Dinukleotid durch einen weiBen Kreis bezeichnet, jedes methylierte durch einen schwarzen
Kreis und Adenin an der Stelle von Cytosin durch einen blauen Kreis.
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Der Telomerasekomplex spielt offenbar eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung
von Pluripotenz und Proliferationsféhigkeit. Welche molekularen Prozesse dem zu
Grunde liegen, ist daher eine interessante Fragestellung fur weitere Forschung. Die
USSC nimmt bei solchen Untersuchungen eine besondere Rolle ein. So wurde bei
der USSC eine auBergewdhnliche Lange der Telomere beobachtet. AuBerdem zeigt
die USSC eine bemerkenswerte Fahigkeit, ihre Telomerlange Uber viele Zellteilungen
hinweg zu erhalten (Kdgler 2004). Da der Versuch, Telomerase auf Proteinebene zu
detektieren, negativ ausfiel, stellt sich die Frage, wie die auBergewdhnliche Stabilitat
der Telomere in USSCs aus Nabelschnurblut erreicht wird (Aktas 2010).

Trotz ihres ausgepragten Differenzierungspotentials tragt die USSC nicht zur Entste-
hung von Tumoren bei. Fir diese Eigenschaft sind die hier gefundenen Besonderhei-
ten der CGI-Methylierung bedeutsam. Die spezifische Methylierung der CGI vom
hTERT-Promoter, ist ein wichtiges Merkmal von Malignomen. Dort ist der Bereich,
der im Focus der vorliegenden Arbeit steht, vielfach hypermethyliert. Dabei weisen
die malignen Zellen eine hohe Telomerase-Expression auf (Guilleret und Benhattar
2004). Wie hier gezeigt, findet sich bei der USSC hingegen eine minimale Methylie-
rung dieses Bereichs.

So wird aus den vorliegenden Ergebnissen die Notwendigkeit weiterer Untersuchun-
gen ersichtlich. Hier sollte die Rolle von Telomerase und deren epigenetische Konfi-
guration in der USSC weiter ergriindet werden. Eine intensive weitere Erforschung
dieser Thematik verspricht nicht nur ein besseres Verstandnis der Grundlage zellula-
rer Pluripotenz. Darlber hinaus ist hier ein wichtiger Beitrag zur Beantwortung der
Frage zu erwarten, unter welchen Bedingungen es zur malignen Entartung von

(Stamm-) Zellen kommt.

5.3 Einfluss von Kulturbedingungen und Probenherkunft

Um die erhobenen Ergebnisse richtig zu werten, dirfen zusatzliche Einflisse durch
Kulturbedingungen und Herkunft der Zellen nicht ganzlich vernachlassigt werden. In
friheren Untersuchungen wurden Veranderungen der DNA-Methylierung als Folge
von langerer Kultivierung der Zellen beschrieben (Antequera 1990). Daher wurde
versucht, diesen Effekt bei den vorliegenden Experimenten méglichst zu vermeiden.
So wurden die Zellen lediglich auf Dauer von vier Kulturpassagen inkubiert, bevor die

63



Nukleinsauren extrahiert wurden. Die Zellen wurden dafir aus frischen Nabel-
schnurblutpraparationen gewonnen.

Als Erklarung fir geringfliigige Schwankungen im Methylierungsprofil kann ein friihes
Auftreten dieses Kultureffektes angenommen werden. Andererseits ist zu bedenken,
dass es sich bei der USSC in der Kultur entsprechend ihrer Herkunft um eine ge-
mischte Zellpopulation handelt. Deren einzelne Bestandteile kdnnen graduelle Unter-
schiede aufweisen (mindliche Mitteilung S. Santourlidis).

5.4 Besonderheiten der Histonsignatur und Fahigkeit zur Reaktivierung von Schliissel-
faktoren

Insgesamt bleibt die CpG-Methylierung der untersuchten Promotoren auf ein MaB
beschrankt, das keine Stilllegung Uber diesen Mechanismus erwarten |asst. Es stellt
sich daher die Frage, welche der anderen epigenetischen Elemente hier wirken.

Zur Klarung dieses Sachverhalts trugen andere Mitarbeiter der Arbeitsgruppe bei, in
deren Rahmen diese Arbeit angefertigt wurde. Sie klarten die Histonsignatur der frag-
lichen Promoter-Bereiche auf.
Im Falle des SOX2-Promoters, wurde die Prasenz von dimeH3K4 ermittelt, eine akti-
vierende Konfiguration. Gleichzeitig war hier trimeH3K27 feststellbar, letzteres ist mit
einer Repression des Gens assoziiert. Ein ahnlicher Befund wurde fir den NANOG-
Promoter nachgewiesen (Santourlidis 2010).
Dieser Mischzustand von Histonmarkern, die verstarkend und bremsend auf die Ge-
nexpression wirken, wird als bivalente Histonsignatur bezeichnet. Aus dieser Konfi-
guration heraus ist es den betroffenen Genen mdéglich, entweder in den aktiven oder
inaktiven Zustand Uberzutreten. Dies geschieht in Abhangigkeit von zusatzlichen
Faktoren (Bernstein 2006).
Dartber hinaus war bei keinem der Promotoren die Konfiguration dimeH3K9 in nen-
nenswertem MaBe zu finden. Deren Auftreten gilt als Merkmal dauerhaft stillgelegter
Gene.
Von dieser Arbeitsgruppe wurde zudem mittels eines rekombinanten Plasmids eine
Uberexpression von OCT4 in USSCs durchgefiihrt. Dies hatte eine rasche und inten-
sive Reaktivierung von SOX2 zur Folge. Dieser Befund spricht fir die These, dass
sich die Promotoren der Pluripotenzfaktoren in der USSC in einem Bereitschaftszu-
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stand befinden. lhre Reaktivierung durch zusatzliche Faktoren ist grundsatzlich még-
lich (Santourlidis 2010).

6. Fazit

6.1 Die besonderen Eigenschaften der USSC gehen mit einem auBergewoéhnlichen
CpG-Methylierungsschema einher

Das zentrale Ergebnis dieser Untersuchung ist der unerwartet niedrige Grad der
DNA-Methylierung bestimmter regulatorischer Schlisselelemente in USSCs. Dies
betrifft die Promotoren von SOX2 und NANOG sowie den Enhancer SRR1, der auf
die Expression von SOX2 wirkt. Eine geringflgige Methylierung wurde auch bei ei-
nem wesentlichen Abschnitt des hTERT-Promoters festgestellt.

Mit Ausnahme von hTERT ist diesen Elementen gemein, dass ein geringer Anteil
methylierter CpGs mit einem hohen Grad der Expression des betroffenen Gens ein-
hergeht (Sikorska 2008, Hattori 2007, Guilleret und Benhattar 2004). Nach vorheri-
gen Untersuchungen liegt jedoch keiner dieser Faktoren auf Proteinebene vor (Kluth
2010, Aktas 2010).

Eine bivalente Histonsignatur ist fir die untersuchten Promotoren bei anderen
Stammzellentitédten als regulatorisches Motiv grundsatzlich bekannt. Sie ist typisch
fr entwicklungsspezifische Gene in Stammzellen. Dabei finden sich typischerweise
ebenfalls unmethylierte CpGs der Promotoren (Han 2011). Der Nachweis dieser Kon-
figuration in der USSC ist gut mit deren breitem Differenzierungspotential in Verbin-
dung zu bringen. Bisherige Untersuchungen legen nahe, dass an Genen, die eine
bivalente Histonmodifikation aufweisen, zwar eine Initiation der Transkription stattfin-
det. Dabei kommt es jedoch zu keiner regelhaften Elongation. Es ist anzunehmen,
dass dieser Effekt unter anderem durch die Aktivitdt von Proteinen der Polycomb-
Gruppe vermittelt wird (Guenther 2007, Han 2011).

Die hier gefundene bivalente Histonmodifikation erlaubt auf spezifische Signale hin
eine bedarfsgerechte Genexpression. Welche Mechanismen im Einzelnen dafir ver-
antwortlich sind, die Blockierung beizubehalten oder aufzuheben, ist nicht geklart
(Han 2011). Die erhobenen Befunde lassen somit erkennen, dass die zu beobach-
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tenden phanotypischen Ubereinstimmungen von USSC mit ESC auf molekularer
Ebene ihre Entsprechung haben.

Die epigenetischen Eigenschaften zentraler Pluripotenzfaktoren stellen wichtige Ko-
ordinaten des Zellschicksals dar. Die hier gefundenen Methylierungsschemata un-
termauern die Bedeutung der USSC als primitive Zellentitdt mit breitem Differenzie-

rungsspektrum.

Der geringe Methylierungsgrad des SOX2-Promoters sowie des SRR1-Enhancers,
stellt eine mégliche Erklarung fir die gute Differenzierbarkeit der USSC in neuronaler
Richtung dar (Kégler 2004). Es ist zu vermuten, dass eine Reaktivierung dieses Mar-
kers dabei eine Rolle spielt. Die Frage nach einem putativen Aktivator verbleibt und
sollte Gegenstand zukinftiger Untersuchungen sein. Es ist durchaus wahrscheinlich,
dass ein schwach methylierter SOX2-Promoter Voraussetzung fir die neuronale Dif-
ferenzierung ist. Diese Annahme wird wiederum durch die zugleich gefundene, biva-
lente Histonkonfiguration gestitzt (Santourlidis 2010). Vorherige Untersuchungen
postulieren die Notwendigkeit der Expression von SOX2 flir den neuronalen Differen-
zierungsweg (Ferri 2004). Das Ausbleiben der Expression dieses Markers auf Pro-
teinebene in der USSC (Kluth 2010), impliziert demnach eine Reaktivierung dieses
Gens bei der Neuro-Differenzierung der USSC. Die hier beschriebene Konfiguration
der regulatorischen Schllisselelemente von SOX2 passt hervorragend als molekula-

res Korrelat in diesen Zusammenhang.

Der Befund des NANOG-Promoters wirft die Frage auf, ob das gefundene Methylie-
rungsschema nur einen Indikator fir den Differenzierungsgrad der Zelle darstellt. Al-
ternativ wéare eine funktionelle Bedeutung dieses Elements anzunehmen. Auch ohne
Expression von NANOG auf Proteinebene kdnnte hier eine regulatorische Wirkung
generiert werden. Denkbar ware eine Steuerung der Genese regulatorischer RNAs
Uber die CpG-Methylierung (vergl. lllingworth 2010). Auch durch die methylierungs-
abhangige Bindung bestimmter Faktoren kénnte der NANOG-Promoter Einfluss auf
weitere Signalwege nehmen. NANOG ist in weitlaufige Verschaltungen eingebunden.
Dies gibt Anlass zur detaillierten Abklarung der Funktion des Gens und seiner assozi-
ierten Elemente (vergl. Han 2011). Entsprechende Untersuchungen sind auch far die
einzelnen Regionen von hTERT anzustellen. Wie beschrieben, sind die einzelnen

Abschnitte der CGl dieses Gens Gegenstand kontroverser Diskussion. Dies gilt ins-
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besondere flr den hier untersuchten Abschnitt dieser Region. Obwohl umfangreiches
Datenmaterial zur Charakterisierung dieses DNA-Bereichs vorliegt, ist seine Funktion
bisher ungewiss (Zinn 2007, Guileret und Benhattar 2004).

Zu klaren bleibt, welche Rolle diese Elemente im physiologischen Geschehen der
USSC spielen.

Aus der Zusammenschau der hier dargestellten Ergebnisse sowie den weiteren Er-
kenntnissen, die durch die Forschungsgruppe gewonnen wurden, ergeht die Frage
nach der Identitat und Rolle zusatzlicher Faktoren.

Bei Reprogrammierungsexperimenten wurde gezeigt, dass ein transkriptions-
permissives Methylierungsschema der Gene von Pluripotenzfaktoren, tendenziell erst
im spéaten Verlauf der Reprogrammierung etabliert wird. Die Zellen erlangen bereits
zu einem friheren Zeitpunkt ihre Selbsterneuerungskapazitat (Han 2011, Mikkelsen
2008). Dies weist auf eine Steuerung der Zelleigenschaften -inklusive der Pluripo-
tenz- als direkte Wirkung der Transkriptionsfaktoren hin. In einem weiteren Schritt
bewirken diese Proteine die Etablierung entsprechender epigenetischer Modifikatio-
nen (Mikkelsen 2008). Daher steht die Aufklarung der Faktoren an, die in diesem Zu-
sammenhang fur die USSC bedeutsam sind. Zur Ergriindung der Modi ihrer Ein-
flussnahme auf Pluripotenz und Differenzierung muss dabei ein sehr globaler Ansatz
verfolgt werden. Es reicht nicht, den Fokus auf die Epigenetik der anerkannten Pluri-
potenzfaktoren zu beschranken, es ist viel mehr erforderlich, ihre Zielgene und deren
Produkte zu Untersuchen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung, fligen sich gut in bisherige Erkennt-
nisse ein. Dabei zeigen sie jedoch auf, wie begrenzt das Erklarungsvermdgen der
These der ,regulatorischen Kerneinheit der Pluripotenz®, aus den genannten Fakto-
ren ist. Dieser Umstand ist in der Literatur ebenfalls beschrieben worden (Zwaka
2008).

Die Aufrechterhaltung und Beendigung des Zustandes der Pluripotenz unterliegt der
Kontrolle bestimmter Transkriptionsfaktoren. Deren Expression und Degradierung ist
von entscheidender Bedeutung (Dejosez 2012). Es ist daher erforderlich, die ent-
sprechenden Proteine zu identifizieren, Informationen Uber deren Expressionskon-
trolle, Funktion und Halbwertszeit zu gewinnen. Man darf vermuten, dass die lange,

aber begrenzte Kultivierbarkeit der USSC durch einen oder mehrere selbststimulie-
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rende Regelkreise bedingt ist. Diese kdnnten aus der Zeit der Entstehung dieser Zel-
le stammen und in Kultur allm&hlich zum Erliegen kommen. In der Folge kédme es
dann zur Ausdifferenzierung. Auf die in vitro oder in vivo empfangenen Signale zur
spezifischen Differenzierung hin wirden diese Regelkreise sofort unterbrochen.

Gegenstand zukinftiger Forschung kénnte die Identifikation solcher Regelkreise
sein. Wenn sich deren Existenz experimentell bestatigt, wére in einem nachsten

Schritt ihre Interaktion mit dem Kernnetzwerk der Pluripotenz zu klaren.

Die groBen Erwartungen an die zeitnahe, einfache Verwendung embryonaler
Stammzellen werden durch spektakulare Erfolge genahrt, die durch SCNT-Techniken
an Saugetieren erzielt wurden (Wilmuth 1997). Um diese Erfolge fir die Humanmedi-
zin nutzbar zu machen, wurde bereits ein intensiver Aufwand betrieben. Bisher ist es
aber offenbar nicht gelungen, patientenspezifische humane ESC-Linien durch Kern-
transplantation zu gewinnen. Hinzu kommt, dass der technische Aufwand durch den
Verbrauch von Oozyten, die reproduktionsmedizinisch gewonnen werden mussen,
erheblich ist (Hwang 2005, wobei diese Publikation im Wesentlichen nicht korrekt ist).
Neben zukunftsweisenden Ansatzen fir die regenerative Medizin brachte diese For-
schung auch Probleme und Risiken zutage, die mit der Anwendung von embryonalen
Stammzellen einhergehen. Uber die ethische Problematik des Verbrauchs von Emb-
ryonen hinaus verbleiben technische Schwierigkeiten. Sowohl Kontaminationsrisiken
als auch das Risiko der malignen Entartung spielen eine Rolle. Die Geféhrdung
durch Tumore ist bei der Anwendung immunkompetenter Zellen mit ungeklartem
Proliferations- und Differenzierungsverhalten erheblich. Als eine der bedeutsamsten
Eigenschaften der USSC tritt ihre auBerordentliche Handhabungssicherheit hervor.
Besonders das Fehlen einer Neigung, Tumore zu bilden, macht diese Zellen interes-
sant (Jeltsch 2010). Das Entartungsrisiko von Stammzellen, die zur Implantation in
den Patientenkdrper vorgesehen sind, ist eines der wichtigsten Hindernisse fir ihre
therapeutische Anwendung (Tang 2012). Daher rangiert die USSC naher an der Kkli-
nischen Anwendung als viele andere Stammzellentitaten, deren Neigung zur Maligni-
tat ungeklart oder unglnstig ist (Okita und Yamanaka 2006, Tang 2012, Jeltsch
2010).

In nahezu allen relevanten Belangen tritt die USSC aus Nabelschnurblut als hoff-

nungsvolle Kandidatin flr Forschung und Anwendung hervor.
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Bisherige Untersuchungen haben das breite Differenzierungspotential der USSC
dargestellt, aktuelle Projekte ndhern sich bereits der klinischen Verwendung dieser
Zellen. Dabei werden die Unterstitzung der Hamatopoese und diverse regenerative
Applikationen als nahe Ziele verfolgt (Jeltsch 2010).

6.2 Zukiinftige Anwendungsmoglichkeiten

Die vorliegende Arbeit tragt dazu bei, die molekulare Grundlage der Symbiose von
Stammzelleigenschaften und benignem Wachstumsverhalten der USSC zu ergriin-
den. Es war nicht zu erwarten -gerade bei einer Zellentitat, die eine hochgradige Re-
sistenz gegen maligne Entartung unter Beweis gestellt hat- weitestgehend unmethy-
lierte Promoterregionen der zentralen Pluripotenzgene zu finden. Diese Beobachtung
legt nahe, dass die USSC Uber ausgepragte, komplementare Steuerungsmechanis-
men verfugt. Diese Faktoren bewirken vermutlich, dass diese Zelle Gber eine unge-
wohnliche Konfiguration der Pluripotenz- und Differenzierungsfaktoren verfigt. Durch
das Zusammenwirken mehrerer Mechanismen werden Proliferationsfahigkeit und
Entwicklungsbreite in der USSC mit Entartungsresistenz auf einem spezifischen Ni-
veau ausbalanciert.

Diese Charakteristika weisen der USSC wichtige Modelleigenschaften zu. Sie bietet
sich an, um grundlegende medizinische und biologische Erkenntnisse von hdchster
klinischer Relevanz zu generieren. Durch Vergleiche mit anderen Zellen 1asst sich die
Grenze zwischen benigner, aber regenerationsfreudiger Stammzelle und ebenfalls
ausgesprochen proliferativer, maligner Tumorzelle ziehen.

Aus den hier gewonnenen Daten darf man die Vermutung ableiten, dass eine unter-
bliebene CpG-Methylierung der beschriebenen Elemente, nicht notwendigerweise mit
einer ausgepragten Tumorgenitat einhergeht.

Eine Applikation solcher Erkenntnisse kann auf verschiedenste Weise erfolgen, hier

drei nahe liegenden Beispiele:
- Generierung diagnostischer Kriterien fir die Pathologie. Definition eindeutiger

epigenetischer Marker, die fur Malignitat kennzeichnend sind. Dies kénnte in Zukunft

zuverlassige und rasche Diagnosen ermdéglichen.
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- Ermittlung von Schwellenwerten Uiber messbare, molekulare Determinanten. Deren
Einhalten ist Sicherheitsvoraussetzung, wenn Stammzellen in den Kérper eines Pati-

enten transplantiert werden.

- Einflussnahme auf die relevanten Mechanismen, nicht zuletzt durch spezielle kleine
Molekile oder synthetische Faktoren. Deren Verwendung als Pharmaka, etwa zur
Tumortherapie, ist naheliegendes Ziel. Eine klare Festlegung von epigenetischen
Kennmarken erlaubt die systematische Einbindung in den Entwicklungsprozess, etwa
als Screeninginstrument.

6.3 Die wichtigste Herausforderung

Die zentrale Aufgabe zukinftiger Forschung ist demnach die Aufklarung der Rolle
weiterer regulatorischer Elemente. Am Beispiel der hier gewonnenen Erkenntnisse
zeigt sich die Kernproblematik des gesamten Forschungsgebiets. Die Epigenetik der
verschiedenen Stammzellen und ihrer Differenzierung beruht auf einem extrem kom-
plexen Zusammenspiel von verschiedenen Faktoren. Um hier zu verwertbaren Re-
sultaten zu gelangen, ist eine Zusammenschau vom Funktionszustand der beteiligten
Subsysteme erforderlich. Zudem muissen deren Interaktionen aufgeklart werden. Zur
Verdeutlichung dieses Ziels nehme man sich ein aktuelles, umfassendes Review zur
Epigenetik vor, so etwa Han 2011, ,The Epigenetic Landsape of Pluripotent Stem
Cells®. Fur weitreichende, valide Ergebnisse ist die Abklarung aller hier erwadhnten
Mechanismen parallel erforderlich. Diese Arbeit ist fur die verschiedensten Unter-
gruppen von Stammzellen unter einer Vielzahl von Bedingungen vorzunehmen.

Es ist zu erahnen, wie umfassend sich der experimentelle Aufwand fir derartige Un-
tersuchungen gestalten wird. Dartiber hinaus ergeben sich hohe Anforderungen an
die Bioinformatik. Deren Aufgabe besteht nicht nur in der sinnvollen Auswertung der
enormen Datenmenge. Die Bioinformatik hat auch die Aufgabe, die Ergebnisse in
einer fr den Menschen fassbaren Darstellungsweise zu prasentieren.

Hier wird deutlich, dass die Stammzellforschung einer umfassenden Verzahnung mit
anderen flr die Biotechnologie relevanten Gebieten bedarf. Dabei werden Robotik

und Informatik den Forschungsprozess in bisher ungekanntem MaBe verandern.
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Die vorliegende Arbeit und die beschriebenen Verfahren haben somit den Charakter
eines Prototyp-Projekts. Die hier gewonnen Erkenntnisse ermdglichen die Konzepti-
onierung zukunftiger Forschungsprojekte.

7. Methodik

7.1 Verwendete Zellen

7.1.1 USSC und Osteo-Differenzierung

Die Gewinnung des Nabelschnurblutes erfolgte in Einvernehmen mit den Muttern.
Die Praparation des Nabelschnurblutes erfolgte geman dem von Kégler 1996 be-
schriebenen Verfahren (Kégler 1996). Hier wird im Wesentlichen die zlgige Verarbei-
tung und Vermeidung von Kontamination erlautert, die als wichtige Determinanten

dieses Prozesses gelten.

Die USSCs wurden nach dem hierzu etablierten Protokoll aufgereinigt und kultiviert
(Kdgler 2004). Nach der sterilen Gewinnung des Nabelschnurblutes erfolgte die Auf-
reinigung der mononukledren Zellen per Gradientenseparation mit anschlieBender
Lyse der Erytrozyten durch Ammoniumchlorid. AnschlieBend erfolgte die Inkubation

in speziellen Medien und unter definierten Kulturbedingungen (Kégler 2004).

Zur Osteo-Differenzierung wurden die Zellen zu 8000/cm? ausplattiert, 70% der Fliis-
sigkeit wurden mit 107 M Dexamethason angereichert, anschlieBend wurden 50pM
Ascorbinséure-2-Phosphat, so wie 10mM Dexamethason, Ascorbinsdure, und beta-
Glycerolphosphat (DAG) beigeflgt (Kégler 2004).

Die Gewinnung der Zellen wurde durch die von Frau Prof. Dr. Kégler geleitete Ar-

beitsgruppe durchgefihrt. Flr die vorliegende Arbeit wurden die Zellen in den Pet-
rischalen bereitgestellt, in denen der letzte Schritt der Kultivierung erfolgt war.
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7.1.2 Auswahl der Zelllinien

Die verwendeten Zellen waren expandierte Primarkulturen von USSCs aus Nabel-
schnurblut. Es handelte sich hier um charakterisierte Zelllinien. Die Zelllinien wurden
gewonnen, indem Nabelschnurblut in eine Kulturflasche gegeben wurde, worauf hin
sich einzelne, abgrenzbare Kolonien auf deren Boden bildeten. Aus den einzelnen
Kolonien wurden jeweils einige Zellen gepickt und zur Anzucht einer neuen Kultur
verwendet, die den Grundstock der Zelllinie bildete. Die Zelllinien unterschieden sich
tendenziell in ihnrem Differenzierungsverhalten, wie die Wissenschaftler um Herrn PD.
Dr. Santourlidis feststellten. Die Ursachen fir die unterschiedliche Differenzierungs-
neigung sind bisher nicht detailliert ergriindet.

Die Angaben zur Differenzierungsneigung und Kultivierbarkeit der einzelnen Zellli-
nien wurden nicht systematisch erfasst. Es handelt sich hier um Erfahrungswerte, die
sich aus der Kommunikation innerhalb der Arbeitsgruppe ergaben. Diese Angaben
wurden mir von Herrn PD. Dr. Simeon Santourlidis mitgeteilt.

Primar wurden Daten erhoben, die flr die eingangs genannte gemeinsame Verof-
fentlichung verwendet werden sollten. Dazu wurde vornehmlich ein umfassender Da-
tensatz fur eine Zelllinie generiert. Die gute und zlgige Fahigkeit zur Differenzierung
in verschiedene funktionelle somatische Gewebe macht diese Zellen flir die Implan-
tation in Korpergewebe interessant. Dort ist eine rasche Integration in physiologi-
sches Gewebe zu erwarten. Die Differenzierungsneigung ist bei der Zelllinie 4/146
am deutlichsten ausgepragt, obwohl sie im undifferenzierten Zustand normale Cha-
rakteristika der USSC zeigt. Zudem wurde spekuliert, dass sich hier differenzierungs-
spezifische epigenetische Veranderungen besonders deutlich darstellen wirden.
Daher wurde diese Zelllinie als priméares Untersuchungsobjekt gewahlt.

Der Aspekt, einzelne Zellpopulationen miteinander zu vergleichen ergab sich als zu-
satzlicher Gegenstand. Entsprechend der Méglichkeiten wurden vornehmlich drei
Zelllinien untersucht. Deren Eigenschaften waren in vorherigen Experimenten beo-
bachtet worden (mindliche Mitteilung S. Santourlidis). Die quantitativen Real-Time-
PCR-Ergebnisse standen flir diese Zellpopulationen mit den vorherigen Beobachtun-
gen im Einklang. Die hier dargestellten Daten sind das Ergebnis, das mit den verflg-
baren Mitteln sicher zu gewinnen war. Diese Zusammenhange sind hier tabellarisch
dargestellt (Tab. 1).
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Zell- D.N. NANOG SRR1IM SOX2 hTERT PM TZ alkalische | TZ Osteo-

linie PM PM Phosphatase | kalzin

4/146 | ++ +-/+- (#)--/-- | --/-- | (H)--/(#)-- | ++++ +-
4/101 | +- n.e. --/-- --/-- | ne. ++ +-
5/73 + - --/-- --/-- n.e. n.e. + +-

Tab. 1: Ubersicht iiber die wichtigsten verwendeten Zelllinien und deren tendenzielle Eigenschaften.
DN: Differenzierungsneigung, NANOG PM: NANOG-Promoter-Methylierung, SRR1 M: SRR1-
Methylierung, SOX2 PM: SOX2-Promoter-Methylierung, hTERT PM: hTERT-Promoter-
Methylierung. Die Werte vor bzw. nach den Bruchstrichen kennzeichnen den Zustand vor bzw.nach
14-tagiger Osteo-Differenzierung. TZ Osteokalzin: Transkriptionsratenzunahme von Osteokalzin
wahrend der Differenzierung, TZ alkalische Phosphatase: Transkriptionsratenzunahme alkalischer
Phosphatase wahrend der Differenzierung, n.e.: nicht erhoben.

7.2 Osteoblasten-RNA

Die fur die Real-Time-PCR-Messungen verwendete RNA bzw. cDNA wurde in allen
Fallen im Rahmen dieser Arbeit hergestellt. Eine Ausnahme stellt die zur Kontrolle
verwendete Osteoblasten-RNA dar. Diese wurde von Frau Dr. rer. nat. Monika Her-
ten fertig prapariert in RLT-Puffer, bereitgestellt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde dar-
aus cDNA hergestellt. Bei der verwendeten Probe handelt es sich um RNA aus Os-
teoblasten, der 3. Passage aus Kieferknochenspanen, die in der 2. Passage schon
per Real-Time-PCR, als Osteokalzin-positiv, charakterisiert worden waren. Spender:
weiblich, Alter 18 Jahre, Ethikvotum-NR. 2505/04. Der Autor dankt Frau Dr. Herten,

Orthopadische Klinik, Uniklinikum Diisseldorf, fiir die Uberlassung dieser Probe.

7.3 Induzierte pluripotente Stammzellen aus Nabelschnurblut-USSC-iPSC

Im Wesentlichen wurden pMX-basierte, retrovirale Vektoren verwendet, die komple-
mentare Sequenzen der humanen DNA von Oct4, SOX2, KIf4, and c-Myc trugen.
Hier fand eine Cotransfektion durch Helferplasmide mit Verpackungsdefekt statt, wo-
bei Fugene 6 transfection reagent (Roche, Mannheim, Germany) zum Einsatz kam.
Einzelheiten siehe Zaehres, 2010. FUr die vorliegende Arbeit wurde bereits praparier-
te DNA dieser Zellen bereitgestellt und nach dem hier beschriebenen Protokoll der

genomischen Natriumbisulfit-Sequenzierung behandelt.
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7.4 Erstellung von Primern mittels des Programms Primer-Designer

Das Programm Primer-Designer ist eine Anwendung, die es dem Experimentator
ermdglicht, adaquate Primer flr seine spezifischen Belange zu finden. Zu diesem
Zwecke lasst sich die Sequenz, in der sich das zu amplifizierende Fragment befindet,
mit dem Programm aufrufen. AnschlieBend wird der Bereich systematisch nach ge-
eigneten Stellen abgesucht, die als Bindungsstelle eines komplementaren Primers
geeignet sind. Dabei wird die Affinitat der gewéahlten komplementéren Sequenzen mit
der resultierenden Schmelztemperatur der Primer-Dimere dargestellt. Ebenso wird
deren Neigung zur Ausbildung von Haarnadel-Strukturen angegeben. Entsprechend
dieser Kriterien erfolgt die Auswahl der letztlich verwendeten Primer. Der Experimen-
tator wahlt aus den verschiedenen Alternativen, die den gesuchten Bereich umfas-
sen, nach eigenem Ermessen passende Primer-Paare. Auf Grund der besonderen
Schwierigkeit, die fragile Natriumbisulfit-konvertierte DNA zur Klonierung zu amplifi-

zieren, wurde mit nested-PCR-Methoden gearbeitet.

Die ausgewahlten Primer wurden online per Eingabe in eine Programmmaske bei
dem Unternehmen Thermo Fisher bestellt. Geliefert wurden Behalter, in denen sich
die Primer in gefriergetrocknetem Zustand befanden. Sie wurden nach Herstelleran-
gaben geldst. Von den so gewonnenen Stammldsungen wurden die zur Anwendung

vorgesehenen Primerldsungen durch Verdinnung hergestellt.

Alle verwendeten Primer wurden mittels genomischer DNA aus CD34+ Zellen auf
ihre Funktion getestet. Dazu wurde nach dem gewahlten Protokoll verfahren, das
auch bei der eigentlich vorgesehenen Verwendung der Primer zur Anwendung kam.
Das Produkt des Probelaufes wurde zur Auswertung, besonders mit Blick auf die
Spezifitat der Primer, auf ein Agarosegel aufgetragen. Hier wurde anhand von Gré-
Benmarkern seine Lange bestimmt. Erst wenn sich hier ein klares, eindeutiges Signal
zeigte, das von seiner GréBe her dem vorgesehenen Produkt entsprach, wurden die
so ermittelten PCR-Bedingungen als tauglich fir das weitere Vorgehen erachtet.
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7.5 Anmerkung zu den praktischen Arbeiten: die Verwendung von ,Kits*

Fir den GroBteil der hier durchgefihrten Verfahren standen sogenannte ,Kits“ zur
Verfigung. Dies sind von industriellen Herstellern vorgefertigte Experimentiersatze.
Sie enthalten Ublicherweise in einem einzelnen Karton alle Reagenzien und Ein-
wegmaterialien, die zur Durchflihrung eines Versuchs bendétigt werden. Die einzelnen
Komponenten sind aufeinander abgestimmt, die Anwendung ist erprobt. Die zu ge-
brauchenden Geréatschaften und zusatzlich zu verwendenden Materialien sind in tb-
lichen Labors zu finden. Diesen Kits liegt zudem ein Handbuch bei, das neben einer
groben technischen Erklarung des Verfahrens ein detailliertes Protokoll zur Verwen-
dung beinhaltet. Die Verfugbarkeit dieser Teilesatze vereinfacht gerade weniger er-
fahrenen Experimentatoren den Einstieg in die praktischen Arbeiten enorm. Sie er-
halten die Mdglichkeit, gangige Verfahren mit hoher Erfolgswahrscheinlichkeit und
reduziertem Aufwand durchzufihren. Die Entwicklung und marktmaBige Verfagbar-
machung von Kits ist demnach ein bedeutsamer Fortschritt der molekularbiologi-
schen Forschung. Auch wenn dies wenig spektakulér erscheint, wurde so die alltagli-
che Praxis auf diesem Gebiet enorm verbessert. So trugen diese innovativen Produk-
te auch zum Gelingen der hier geschilderten Untersuchungen bei. Zu Details dieser
Verfahren siehe Manuals der entsprechenden Kits, die beim Hersteller und online
erhéaltlich sind.

7.6 Agarose-Gele

Die Agarosegele wurden aus TBE (TRIS-Borat-EDTA)-Puffer und Agarose herge-
stellt, zum Erhitzen dieser Komponenten diente ein herkdmmlicher Mikrowellenofen.
Nach dem Kochen wurde nach kurzer Abkuhlphase Ethidiumbromid als Markersub-
stanz in die flissige Agarosemasse gegeben, um die DNA spater unter UV-Licht
sichtbar zu machen. Der Umgang mit den ethidiumbromidhaltigen Gelen und sonsti-
gen Komponenten erfordert besondere VorsichtsmaBnahmen, die konsequent ein-
gehalten wurden. Jegliche Verbrauchsmaterialien, die mit Ethidiumbromid in Kontakt
gekommen waren, wurden in gesonderten Abfallbehaltern entsorgt, wiederverwend-

bare Gegenstande getrennt von sonstiger Laborausstattung gelagert.
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7.7 RNA-Praparation und cDNA-Gewinnung

Die Praparation der RNA erfolgte mittels RNeasy Mini Kit (Qiagen) entsprechend den
Vorgaben des Herstellers.

Bei dem RNeasy Mini Kit handelt es sich im wesentlichen um einen Experimentier-
satz, der neben den bendtigten Pufferldsungen spezielle ,Saulen” beinhaltet. Dies
sind Einséatze fur Eppendorf-ReaktionsgefaBe, in denen sich eine Silicia-Membran
befindet. Hier wird die RNA wahrend der Préparation gebunden und spater wieder
eluiert. Das Protokoll des Herstellers erlaubt die Entleerung dieser Saulen bei einigen
Schritten mittels Zentrifuge oder mittels eines Vakuumgerates. Bei den im Rahmen
der vorliegenden Arbeit zur Anwendung gebrachten Kits wurde ausschlieBlich mit der
Zentrifuge gearbeitet.

Die Verarbeitung der RNA erfolgte umgehend nach Extraktion, um eine Degradie-
rung der Nukleinsauren moglichst zu vermeiden. Zudem wurde bei der Ausflhrung
des Protokolls, auf besonders zligiges Arbeiten geachtet. Dabei wurde zur Inaktivie-
rung von RNAsen und zur Denaturierung der Proteine dem RLT-Puffer 2-Mercapto-
Ethanol zugesetzt. Die entsprechenden Sicherheitsvorkehrungen wurden befolgt.
Umgehend nach RNA-Praparation wurde die cDNA-Synthese durchgefihrt.

Zur First-strand-cDNA-Synthese wurden ca.1.5 uyg RNA verwendet, in Kombination
mit oligo(dT) und Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase (Life Techno-
logies, Gaithersburg, MD). Daraus ergab sich ein Volumen von 50 pl, das bei 42° C
fir 1 h inkubiert wurde.

cDNA-Praparate wurden grundsétzlich bei —20° C gelagert, ein Auftauen nach Mdog-
lichkeit verhindert.

7.8 Real-Time-PCR

7.8.1 Syber Green Real-Time-PCR

Im Rahmen des Projekts wurden zum Vergleich der Expression der beschriebenen
Schlisselfaktoren per Real-Time-PCR spezifische Primer fir die betroffenen Regio-
nen entworfen. Dies geschah unter Verwendung des Programms Primer Designer.
Die Primer wurden von Thermo Fisher geliefert, auf die Arbeitskonzentration ver-
dinnt und unter den vorher bestimmten Bedingungen sorgféltig auf Funktionstlchtig-
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keit und Spezifitat getestet. Zu diesem Zweck wurden die PCR-Produkte auf Agaro-
se-Gel aufgetragen, hier zeigten sich in allen Fallen deutliche Banden ohne nen-
nenswerte Nebenbanden. Dies wurde als Beweis der Funktionstichtigkeit der Primer
geman spezifischem PCR-Protokoll gewertet.

Zur Messung der jeweiligen cDNA-Konzentrationen kam der Real time PCR SYBR®
Green PCR Mastermix (Fermentas) zur Anwendung. Hier wurden jeweils 25ng temp-
late cDNA verwendet.

Dieses Verfahren beruht auf der Bindung des Reagenz SYBR-Green an doppel-
strangige DNA. Dieser Komplex besitzt ein spezifisches Absorptions- und Emissions-
spektrum von Licht bestimmter Wellenldnge. Daher veréandert sich die Reaktion auf
Laserlicht proportional zur Doppelstrang-DNA-Konzentration im GefaB. Dies wird von
einem Detektor im Gerat registriert und als Datensatz gespeichert.

Zusammensetzung der hier verwendeten Reaktionsgemische, je Ansatz insgesamt
25 pl:

9,0 ul H20

12,5 yl Sybr Green Mastermix
1 ul Primer S

1 ul Primer AS

1,5 pul cDNA

Dabei kamen folgende Primer mit ihren jeweiligen spezifischen Amplifikationsbedin-

gungen zum Einsatz:

7.8.2 Alkalische Phosphatase

Nachdem ein erstes Primerpaar erfolglos getestet wurde (SAIKPhmRNA), kam ein
zweites zum Einsatz, das sowohl auf dem Probegel als auch bei der Real-Time-PCR
eine gute Funktion bewies. Darauf beziehen sich die hier angegebenen Daten:
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2sAlkPhmRNA: ACCAAAGTCTCGCGCCCAC
asAlkPhmRNA: CCACGGAGGCTTCAGGGC
Errechneter TM-Wert: 58,1°C

Lange des Uberspannten Bereiches: 218 bp
Primerlange: 19 und 18 nt

Tatsachliche, experimentell ermittelte und sowohl fir das Probegel, als auch flr die
Real-Time-PCR eingesetzte Bedingungen:

Denaturierungsphase 13 min bei 95°C, anschlieBend 31 Zyklen zu je 55 sek bei
95° C, 35 sek bei 58° C und 25 sek bei 72° C, dann eine einzelne Elongationspha-
se von 3min bei 72° C, abschlieBend Kiihlung des Reagenz auf 4°C.

Bei der Real-Time-PCR entfiel die abschlieBende Kihlungsphase, hier wurden

insgesamt jeweils 40 Replikationszyklen durchlaufen.

7.8.3 Osteokalzin

sOsteocmRNA: CAGGTGCGAAGCCCAGCG
asOsteocmRNA: GGCCAGCAGAGCGACACCC
Errechneter TM-Wert: 61,1°C

Lange des Uberspannten Bereiches: 260 bp
Primerlange: 18 und 19 nt

Tatsachliche, experimentell ermittelte und sowohl fir das Probegel, als auch fur die
Real-Time-PCR eingesetzte Bedingungen:

Denaturierungsphase 13 min bei 95°C, anschlieBend 31 Zyklen zu je 55 sek bei
95°C, 30 sek bei 61° C und 25 sek bei 72° C, dann eine einzelne Elongationsphase

von 4min bei 72° C, abschlieBend Kihlung des Reagenz auf 4° C.

Bei der Real-Time-PCR entfiel die abschlieBende Kihlungsphase, hier wurden ins-
gesamt jeweils 40 Replikationszyklen durchlaufen.
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7.8.4 GAPDH (Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase)

Die Primer, die zur Konzentrationsmessung der RNA dieses Enzyms verwendet wur-
den, sind die einzigen, die nicht im Rahmen dieser Arbeit entworfen wurden. Diese
Primer wurden Mitte des Jahres 2008 von Wissenschaftlern der NWG Uhrberg zur
Verflgung gestellt. Sie gelten dort als erprobt zur Normierung von Real-Time-PCR-
Messungen. Der TM-Wert wurden betragt 58°C, die Amplifikate messen 452 bp.

Zu diesen Primern existieren erprobte Verfahrensbedingungen, die unverandert zum
Einsatz gebracht wurden: Denaturierungsphase 14 min bei 95°C, anschlieBend 40
Zyklen zu je 55 sek bei 95°C, 30 sek bei 58°C und 30 sek bei 72°C.

Alle diese Reaktionen wurden in dreifacher Ausfihrung mittels ABI 7700 Detection
System (Applied Biosystems) durchgefihrt. Die Auswertung der TagMan Gene
Expression Assays (Applied Biosystems) wurde mittels SDS 2.3 Software vorge-
nommen. Die relativen Unterschiede der Genexpression wurden mittels der AACt-
Methode mit Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) als internem
Standard berechnet.

7.9 DNA Praparation

Zur DNA-Extraktion aus den Zellen, wurde das QIAamp® DNA Blood Mini kit (Qi-
agen) verwendet. Es wurde nach dem vom Hersteller empfohlenen Protokoll verfah-
ren. Dabei wurde zuerst eine Lyse der Zellen herbeigefihrt, verbunden mit einer Pro-
teolyse mittels eines vom Hersteller gelieferten Enzyms (Proteinase K). Nach Ausfal-
len der restlichen Proteinbestandteile mit Ethanol erfolgte dann die Ubertragung der
Lésung auf die Saulen, um dort die DNA zu binden. Nach Reinigung der DNA von
verbliebenen Zellbestandteilen und Lésungskomponenten erfolgten Elution und an-
schlieBende Lagerung der DNA bei —20° C.

7.10 Natriumbisulfit-Konvertierung
Die Natriumbisulfit-Konvertierung erfolgte mittels EpiTect® kit (Qiagen) geman den

Angaben des Herstellers. Dieses Verfahren ist das Kernstick der Aufklarung von
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Methylierungsschemata der DNA. Durch die Behandlung der DNA mit Natriumhydro-
gensulfit kommt es zur Umwandlung von unmethylierten Cytosin-Nukleotiden in Ura-
cil, wadhrend die methylierten Cytosinreste keine Veranderung erfahren. Bei der an-
schlieBenden PCR-Amplifikation werden die Uracil-Nukleotide auf den neugebildeten
DNA-Strangen durch Thymidine ersetzt und bei der Sequenzierung als solche wie-
dergegeben. Demnach kann vom Vorhandensein eines Cs statt eines Ts bei der
letztlich gewonnen Sequenz der Rickschluss auf ein methyliertes Cytosin getroffen
werden. Cytosine, welche die Einwirkung des Natriumbisulfits auf Grund ihrer schit-
zenden Methylgruppen unverandert Uberstanden haben, sind in diesen Sequenzen

weiterhin als C zu erkennen.

Die Natriumbisulfit-Konvertierung von DNA geht zu einem gewissen Grad mit deren
Fragmentierung und Degradierung einher. Dies ist eine Folge der Aggressivitat der
Natriumhydrogensulfitltdésung und des niedrigen pH-Werts, die sich nicht nur gegen
die vorgesehene Zielstruktur richten. Als Besonderheit des EpiTect-Kits nennt der
Hersteller die herausragende Schonung DNA. Wahrend der Konvertierungsreaktion
und der anschlieBenden Rickgewinnung der DNA Uber ein Elutionsverfahren mittels
Siliciasdule kommt es demnach zu verhaltnism&Big wenig Materialverlust. Erreicht
wird dies Uber eine genaue Abstimmung der Komponenten und ausgereifte Pufferld-
sungen. Trotzdem ist eine besonders schonende Behandlung, der so modifizierten
DNA unerlasslich, um mit einiger Sicherheit dauerhaft gute Ergebnisse zu erzielen.
Dementsprechend wurde diese DNA ausschlieBlich bei —20°C gelagert, ein Auftauen

nach Md&glichkeit verhindert.

Die Amplifikation der zu untersuchenden genomischen Abschnitte der Natriumbisulfit-
konvertierten DNA machte eine sorgféltige Auswahl spezifischer Primer erforderlich.
Wie eingangs beschrieben, wurden die Primer daher mittels DNA aus CD34+ Zellen
auf ihre Funktionstlchtigkeit getestet. Auf Grund der Fragilitat der konvertierten DNA
bedeutet die Verarbeitung eine erhebliche Anforderung an die Gestaltung der Primer.
Zudem muss bei diesem Verfahren prazise und zlgig gearbeitet werden. Eine zuver-
lassige Amplifikation wurde schlieBlich durch ein nested-PCR-Verfahren erreicht. Die
hier zum Einsatz gebrachten Primer fir NANOG, SOX2, SRR1 und hTERT so wie
die PCR-Bedingungen sind anbei dargestellt.
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7.11 Primer und PCR-Bedingungen fiir die genomische Sequenzierung

7.11.1 SOX2 Promoter:

Erster Schritt der nested-PCR:

S1konvSOX2Pr: TAGTGGTTGGTAGGTTGGTTTT
AS1konvSOX2Pr: TTCTTTCTCTCTCCTCTTCTTT
Errechneter TM-Wert: 50,7°C

Lange des Uberspannten Bereiches: 344 bp

Primerlange: 22 und 25 nt

Zweiter Schritt der nested-PCR:

S2konvSOX2Pr: GTGGTTGGTAGGTTGGTTTTG
AS2konvSOX2Pr: CTTTCTCTCTCCTCTTCTTTCTCTC
Errechneter TM-Wert: 51°C,

Uberspannter Bereich 340 nt

Primerlange: 21 und 25 nt

Tatsachliche, experimentell ermittelte und zur Sequenzierung verwendete PCR-
Bedingungen, Resultat im Test dargestellt in Abb.5 :

1. PCR: Denaturierungsphase 14 min bei 95° C, anschlieBend 20 Zyklen zu je 55
sek bei 95° C, 40 sek bei 53° C und 30 sek bei 72° C, dann eine einzelne
Elongationsphase von 7min bei 72° C, abschlieBend Kihlung des Reagenz
auf 4°C.

2. PCR: Denaturierungsphase 14 min bei 95° C, anschlieBend 35 Zyklen zu je 55
sek bei 95° C, 40 sek bei 51° C und 30 sek bei 72° C, dann eine einzelne
Elongationsphase von 7min bei 72° C, abschlieBend Kiihlung des Reagenz
auf 4°C.
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Zusammensetzung der Reaktionsgemische:

17,1 ul H20

2,5 pl 10x Puffer

1 pl Primer S (10 pmol)

1 pl Primer AS (10 pmol)

1 ul DNTPs (250 uMol)

0,3 ul Hot Star Tag-Polymerase
1,5 ul konvertierte DNA

Abb. 5: PCR-Produkte des Primer-Tests fiir die genomische Natriumbisulfit-Sequenzierung des
SOX2 Promoters. Fir den Test wurde Natriumbisulfit-konvertierte DNA aus CD 34+ Zellen verwendet.
Hier wird das Resultat nach 35 Amplifikationszyklen mit dem 1. (AuBeren) Primer der nested-PCR dar-
gestellt als auch zwei Tests nach dem beschriebenen Protokoll. Dabei wurden zwei verschiedene Natri-
umbisulfit-konvertierte DNA-Sorten verwendet (entsprechend Test 1 und 2).
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Fir die zweite Reaktion der nested-PCR wurden 2 pl des im Verhaltnis 1:20 mit
Wasser verdinnten Reaktionsgemischs der ersten PCR verwendet, dementspre-
chend wurden dem Ansatz 0,5 pl weniger Wasser beigeflgt. Des weiteren wurden
fir die zweite PCR-Reaktion die gleichen Bestandteile wie firr die erste verwendet.

7.11.2 SRR1:

Erster Schritt der nested-PCR:
S1konvSOXSRR1: tggagtttatagttgatattttttag
AS1konvSOXSRR1: aaactaaccaaacatcttactattat
Errechneter TM-Wert: 45°C

Lange des Uberspannten Bereiches: 389 bp

Primerlange: 26 und 26 nt

Zweiter Schritt der nested-PCR:
S2konvSOXSRR1: gagtttatagttgatattttttagaa
AS2konvSOXSRR1: actaaccaaacatcttactattataa
Errechneter TM-Wert: 45° C,

Uberspannter Bereich: 385 nt

Primerlange 26 und 26 nt

Tatsachliche, experimentell ermittelte und zur Sequenzierung verwendete PCR-
Bedingungen, Resultat im Test dargestellt in Abb.6 :

1. PCR: Denaturierungsphase 14 min bei 95° C, anschlieBend 25 Zyklen zu je 55
sek bei 95° C, 45 sek bei 45° C und 30 sek bei 72° C, dann eine einzelne
Elongationsphase von 7min bei 72° C, abschlieBend Kihlung des Reagenz
auf 4°C.

2. PCR: Denaturierungsphase 14 min bei 95° C, anschlieBend 34 Zyklen zu je 55
sek bei 95° C, 45 sek bei 45° C und 30 sek bei 72° C, dann eine einzelne
Elongationsphase von 7min bei 72° C, abschlieBend Kihlung des Reagenz
auf 4° C.
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Zusammensetzung der Reaktionsgemische:

17,8 pul H20

2,5 pl 10x Puffer

1 pl Primer S (10 pmol)

1 pl Primer AS (10 pmol)

1 ul DNTPs (250 uMol)

0,2 ul Hot Star Tag-Polymerase
1,5ul konvertierte DNA

Abb. 6: PCR-Produkte des Primer-
Tests fiir die genomische Natrium-
bisulfit-Sequenzierung von SRR1. Fir
den Test wurde DNA aus CD 34+ Zellen
verwendet. Hier wird sowohl das Resultat
nach 10-facher als auch nach 20-facher
Verdiinnung nach dem ersten Amplifika-
tionsschritt dargestellt.
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Fir die zweite Reaktion der nested-PCR wurden 2 pl des im Verhaltnis 1:10 mit
Wasser verdinnten Reaktionsgemischs der ersten PCR verwendet, dementspre-
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chend wurden dem Ansatz 0,5 pl weniger Wasser beigeflgt. Des weiteren wurden
far die zweite PCR-Reaktion die gleichen Bestandteile wie fir die erste verwendet.

7.11.3 NANOG-Promoter

Erster Schritt der nested-PCR:

S1NanogPrkonv: GTTTTATTTTATTTTTGTTGAATTA
AS1NanogPrkonv: CATAAAACAACCAACTCAATC
Errechneter TM-Wert: 47°C

Lange des Uberspannten Bereiches: 325 bp

Primerlange: 25 und 21 nt

Zweiter Schritt der nested-PCR:

S2NanogPrkonv: TTATTTTTGTTGAATTATATTTTTG
AS2NanogPrkonv: AACAACCAACTCAATCCAAC
Errechneter TM-Wert: 47,6°C,

Uberspannter Bereich: 312 nt

Primerlange: 25 und 20 nt

Tatsachliche experimentell ermittelte und zur Sequenzierung verwendete PCR-
Bedingungen, Resultat im Test dargestellt in Abb.7:

1.PCR: Denaturierungsphase 14 min. bei 95° C, anschlieBend 23 Zyklen zu je 50
sek. 95° C, 45 sek bei 47° C und 25 sek. bei 72° C, dann eine einzelne Elongati-

onsphase von 7 min bei 72° C, abschlieBend Kiihlung des Reagenz auf 4°C.
2.PCR: Denaturierungsphase 14 min bei 95° C, anschlieBend 34 Zyklen zu je 50

sek bei 95° C, 45 sek bei 47° C und 25 sek bei 72° C, dann eine einzelne Elonga-
tionsphase von 7min bei 72° C, abschlieBend Kiihlung des Reagenz auf 4°C.
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Zusammensetzung der Reaktionsgemische:

17,2 ul H20

2,5 pl 10x Puffer

1 pl Primer S (10 pmol)

1 pl Primer AS (10 pmol)

1 ul DNTPs (250 uMol)

0,3 ul Hot Star Tag-Polymerase
2,0 ul konvertierte DNA

Abb. 7: PCR-Produkte des Primer-Tests fiir
die genomische Natriumbisulfit-
Sequenzierung des NANOG-Promoters. Fir
den Test wurde DNA aus CD 34+ Zellen ver-
wendet. Hier wird sowohl das Resultat nach
10-facher als auch nach 20-facher Verdiin-
nung nach dem ersten Amplifikationsschritt
dargestellt. Die massive vorne (unten) liegen-
de Bande des GréBenmarkers liegt bei 200
bp, das deutliche Amplifikat misst 312 bp.

Fir die zweite Reaktion der nested-PCR wurden 2 ul des im Verhaltnis 1:10 mit
Wasser verdinnten Reaktionsgemischs der ersten PCR verwendet, dementspre-
chend wurden dem Ansatz 0,5 pl weniger Wasser beigefligt. Des weiteren wurden
fur die zweite PCR-Reaktion die gleichen Bestandteile wie firr die erste verwendet.
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7.11.4 hTERT-Promoter

Erster Schritt der nested-PCR:

S1HTERTPrkonv: GGGTTTGTGTTAAGGAGTTTA
AS1HTERTPrkonv: ACCATAATATAAAAACCCTAA
Errechneter TM-Wert: 51,4°C

Lange des Uberspannten Bereiches: 268 bp
Primerlange: 21 und 25 nt

Zweiter Schritt der nested-PCR:

S2HTERTPrkonv: GGTTTGTGTTAAGGAGTTTAAGT
AS2HTERTPrkonv: ATATAAAAACCCTAAAAACAAATAC
Errechneter TM-Wert: 51,3°C,

Uberspannter Bereich 262 nt

Primerlange: 23 und 25 nt

Tatsachliche, experimentell ermittelte und zur Sequenzierung verwendete PCR-
Bedingungen, Resultat im Test dargestellt in Abb8:

1. PCR: Denaturierungsphase 14 min bei 95° C, anschlieBend 20 Zyklen zu je 50
sek bei 95° C, 45 sek bei 51° C und 30 sek bei 72° C, dann eine einzelne Elonga-

tionsphase von 3 min bei 72° C, abschlieBend Kiihlung des Reagenz auf 4°C.
2.PCR: Denaturierungsphase 14 min bei 95°C, anschlieBend 33 Zyklen zu je 55

sek bei 95° C, 40 sek bei 51° C und 30 sek bei 72° C, dann eine einzelne Elonga-

tionsphase von 7min bei 72° C, abschlieBend Kiihlung des Reagenz auf 4° C.
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Zusammensetzung der Reaktionsgemische:

17,2 ul H20

2,5 pl 10x Puffer

1 pl Primer S (10 pmol)

1 pl Primer AS (10 pmol)

1 ul DNTPs (250 uMol)

0,3 ul Hot Star Tag-Polymerase
2,0 ul konvertierte DNA
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Abb. 8: PCR-Produkte des Primer-Tests fiir die genomische Natriumbisulfit-Sequenzierung des
hTERT-Promotors. Fur den Test wurde DNA aus CD 34+ Zellen verwendet. Hier wird sowohl das Re-
sultat nach 10-facher als auch nach 20-facher Verdinnung, nach dem ersten Amplifikationsschritt dar-
gestellt. Zwischen der Quiagen GelPilot 100 bp plus DNA-GréBenmarkierung und den hTERT-
Amplifikaten sieht man das Resultat eines Tests von NANOG-Promoter-Primern, der sichtlich fehlge-
schlagen ist.
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Fir die zweite Reaktion der nested-PCR wurden 2 pl des im Verhaltnis 1:10 mit
Wasser verdinnten Reaktionsgemischs der ersten PCR verwendet, dementspre-
chend wurden dem Ansatz 0,5 pl weniger Wasser beigeflgt. Des weiteren wurden
fir die zweite PCR-Reaktion die gleichen Bestandteile wie firr die erste verwendet.

7.12 Klonierung per TA-Cloning

Das PCR-Produkt wurde umgehend per TA Cloning® Kit (Invitrogen) kloniert. Bei
diesem Verfahren macht man sich zunutze, dass die meisten Tag-Polymerasen, bei
der Elongation des neu entstehenden DNA-Stranges ein einzelnes Gberhangendes
Adenin-Nukleotid hinterlassen. Spezielle Vektoren, die ein komplementares, Uber-
hangendes Thymidin tragen, kénnen diese Stelle zur Bindung nutzen. Diese Bindung
wird anschlieBend durch eine Ligase gefestigt. Ligase, Vektor und Puffer sind aufei-
nander abgestimmt in dem Kit enthalten. Voraussetzung fur die erfolgreiche Klonie-
rung ist eine mdglichst umgehende Verarbeitung des frisch amplifizierten PCR-
Produktes. Begriindet ist dies in der raschen Degradation der Gberhangenden DNA-
Enden.

Als brisant erwies sich die Exzision der DNA aus dem Gel per Skalpell bei Identifizie-
rung der Lage der DNA-Banden unter UV-Licht: Bestand die Exposition dieser Strah-
lung zu lange, lieBen sich keine brauchbaren Sequenzen mehr generieren, da die
DNA offenbar degradiert war. Schnelleres Arbeiten konnte nicht so genau erfolgen
und fihrte zu gréBeren Gel-Blécken. Diese mussten in mehreren Schritten in dem
Auflésungspuffer geldst und sukzessive auf die Sdulen des Gel-Extraktionskits gela-
den werden.

Nach erfolgreicher Ligation ist der fertige, rekombinante Vektor wieder verhaltnisma-

Big stabil und kann bei —20° C gelagert werden.

7.13 Transformation und Umgang mit Bakterien

Die mitgelieferten Top 10 F" E-coli-Zellen wurden mit den rekombinanten Plasmiden
per Temperaturschock transformiert. Hier wurde exakt nach Herstellerangaben ver-
fahren. Die Bakterien gelten nach der Transformation als gentechnisch verédnderte
Organismen, ihre Handhabung hat in einem Labor der Sicherheitsstufe 1 zu erfolgen.
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Die entsprechenden Sicherheitsvorkehrungen wurden genau eingehalten. Insbeson-
dere wurde ein Entweichen der Bakterien in die Umwelt konsequent verhindert.

Der Zwischenschritt Uber das Bakterium, das hier transformiert wird, ist zur Generie-
rung von Ergebnissen lber genomische Natriumbisulfit-Sequenzierung unabdingbar.
Im Amplifikat sind konvertierte DNA-Molekule verschiedener Zellen enthalten, die an
den fraglichen Stellen unterschiedliche Methylierungsschemata aufweisen. Zur Se-
quenzierung ist aber gerade hier ein spezifisches Signal nétig, dass entweder einem
Cytosin- oder einem Thymidin-Nukleotid zuzuordnen ist. Falls die Bakterien mehr als
ein einzelnes Plasmid aufnehmen, unterdricken sie die vielfache Transkription der
anderen zugunsten eines einzelnen. Auf diese Weise wird sichergestellt, dass bei der
Rlckgewinnung des Plasmids aus einer Bakterienkolonie nur eine einzelne Sequenz
in nennenswertem Umfang erhalten wird. Dies ist eine Voraussetzung, um ein klares

Signal im Detektor des Sequenzers zu generieren.

Zur Identifikation von Bakterienkolonien, die ein erfolgreich rekombiniertes Plasmid
tragen, wurden penicillinhaltige Nahrbdden verwendet. Hier sind ausschlieB3lich die
Bakterien zu wachsen imstande, die eines der Plasmide aufgenommen haben, un-
abhéngig vom Vorhandensein eines Inserts. Weiter wurden die Kulturplatten mit X-
Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid) getréankt. Diese Substanz wird
von B-Galactosidase hydrolysiert, eines der Reaktionsprodukte ist ein blauer Farb-
stoff.

Die Cloning Site, also die Aufnahmestelle fir das Insert in den verwendeten Vekitor,
liegt innerhalb eines B-Galactosidase-Gens. Die Integration des Inserts in den Vektor
unterbricht daher die Sequenz dieses Gens und verhindert die Expresssion des En-
zyms. Wird ein Plasmid ohne Insert in das Bakterium aufgenommen, kommt es zur
Expression funktionstlchtiger B-Galactosidase. Es resultiert die Blaufarbung der Ko-
lonie in der Kulturschale. Die Kolonien, die hingegen aus Bakterien gebildet werden,
die ein erfolgreich rekombiniertes Plasmid tragen, bleiben wei3. Sie eignen sich folg-
lich zur Plasmidpréaparation.
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7.14 DNA-Minipreparationen

Es wurden jeweils 24 Kolonien mit Mikropipettenspitzen aufgenommen und in 2,5 ml
Nahrmedium in Falcon-Tubes inkubiert. Nach ca. 12 bis 16 Stunden wurden die bak-
teriengesattigten Losungen zur Plasmidpraparation per Qiuagen Miniprep-Kit ver-
wendet. Bei diesem Verfahren werden die nicht-DNA-Bestandteile der Bakterien ab-
geschieden und die DNA auf eine Saule geladen. Dort wird sie gereinigt und an-
schlieBend eluiert. Auch hier kam bei allen Schritten das Zentrifugationsverfahren
zum Einsatz, es wurde nach Herstellerangaben verfahren. Details kbnnen dem Ma-

nual des Herstellers entnommen werden.

7.15 Sequenzierung

Der Sequenzierungsvorgang erfolgte schlieBlich unter Verwendung des BigDye Ter-
minator Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems), verwendet geman Protokoll.
Dabei wurde der M13-as primer als Sequenzierprimer verwendet.

Kern dieser Methode ist ein Kettenabbruch-Sequenzierverfahren unter Verwendung
von Fluoreszenz-markierten Terminator-Nukleotiden. Der M13-antisense-Primer ist
auf eine Bindestelle im Vektor abgestimmt. Bei der Synthese des komplementaren
DNA-Strangs kommt es durch den Einbau dieser chemisch modifizierten Nukleotide
zum Ende der Elongation. Dabei wird gleichzeitig das Fragment mit einem dem Nuk-
leotid entsprechenden Farbstoff markiert. Dieser kann beim abgestuften Durchlauf
der Fragmente durch die Kapillare des Auswertungsgerats sichtbar gemacht werden.

Durch die sukzessive Detektion dieser Signale wird die Sequenz zusammengesetzt.

Entgegen aller anderen hier beschriebener Verfahren wurde die Arbeit mit dem Se-
quenziergerat nicht vom Autor dieser Arbeit durchgefiihrt. Hier wurde das finale Pro-
dukt mittels des BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit aufbereitet. Die Platten mit
dem Gemisch wurden nach Ablauf der Reaktion zentrifugiert und der Sequenzierab-
teilung des ITZ Gbergeben. Hier wurden sie freundlicherweise in das Sequenziergerat
vom Typ DNA analyzer 3700 (Applied Biosystems) verbracht. AnschlieBend wurde
die Sequenzen als Datensatz auf einen USB-Stick bereitgestellt. Die Auswertung
erfolgte dann im Rahmen dieser Arbeit mittels der Programme ClustalW und Micro-
soft Word.
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Die Einweisung in die geschilderten Verfahren, geschah durch die freundliche Unter-

stitzung von PD. Dr. Simeon Santourlidis und Dr. Rui Neves, sowie den anderen

Teilnehmern der von Prof. Dr. Uhrberg geleiteten NWG Uhrberg, denen der Autor an

dieser Stelle fir ihre Unterstitzung dankt. Die praktische Arbeit im Labor erfolgte im
Wesentlichen zwischen dem 17.03.2008 und dem 21.12.2009. Die Arbeiten wurden

umfassend in einem Laborjournal dokumentiert. Weitere schriftliche Informationen,

wie etwa die Bestellscheine der Primer, wurden ebenfalls archiviert.

7.16 Material und Verbrauchsgiiter

Allgemeine Gerate und Verbrauchsquter

Material Hersteller

Aqua ad iniectabilia DeltaSelect GmbH
Mikropipetten Eppendorf
Mikropipetten: Pipetman Gilson
Mikropipettenspitzen: Tip One Starlab

Mikrowellenofen

CLATRONIC MWG 737

Pipettierhilfe: Pipetboy

INTEGRA Bioscience

RNase freies Wasser

Qiagen

Serologische Pipetten 5ml,10ml, 25ml:
Steripette

Costar

Thermocycler: GeneAmpPCR System
9700 und 2700

Applied Biosystems

Vortex: VF2

Janke & Kunkel

Vortex: Reax top Heidolph
Waage: GS max. 320g Kern
Zentrifuge: Mikro 20 Hettich
Zentrifuge: RC 5B plus Sorvall
Zentrifuge: Universal 30 RF Hettich
RNA-Isolation

Material Hersteller
B-Mercaptoethanol (99%) Sigma
RNeasy Mini Kit Qiagen
Reverse Transkription

Material Hersteller
M-MLV reverse Transkriptase (200 U/ul) | Promega
und 5x Puffer

Oligo (dT) 15 Primer (300 pg/ml) Promega
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Real-time-PCR

Material Hersteller
Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master | Fermentas
Mix (2x)

Platten: Tubeplates mit 96 SoftTubes Biozym
Plattendeckel: ultra clear strips AB Gene

Thermo Cycler fiir Real-Time PCR: ABI
Prism Sequence Detector7700

Applied Biosystems

Genomische DNA-Isolation

Material Hersteller

QIAmp DNA Blood Mini Kit Qiagen
Natriumbisulfit-Konvertierung

Material Hersteller

EpiTect Bisulfite Kit Qiagen

PCR

Material Hersteller

50 bp DNA Ladder New England BiolLabs
Agarose PeglLab

dNTPs (10 mM)

PegLab

Elektrophoresebad: Owl Separation Sys-
tems

Pharmacia Biotech

Ethidiumbromid (1 mg/ml) Sigma
GelPilot 50bp Ladder Qiagen
GelPilot 100bp Plus Ladder Qiagen
HotStar Taq (5 U/ul) und 10 x Puffer Qiagen
Stromquelle fur Elektrophorese: Power- | BioRad
Pack 300

wide range Ladder Invitrogen
Klonierung

Material Hersteller
15ml PP-Réhrchen: BioOne Greiner
Ampicillin Sigma
Brutschrank WTB Binder
Hitzeblock: HBT 130 HLC
Inkubator: Certomat H Sartorius
LB Broth Base Invitrogen
Select Agar Invitrogen
Shaker: Certomat MO Sartorius
SOC-Medium Invitrogen
T4-DNA Ligase und 5x Puffer Qiagen

TA Cloning Kit with pCR 2.1 Vector and
One Shot TOP10F' Chemically Compe-
tent E. coli

Life Technologies

X-Gal

Sigma

93




Plasmidisolation

Material Hersteller
QlAprep Spin Miniprep Kit Qiagen
Sequenzierung

Material Hersteller

Sequenziergerat: DNA Analyzer 3700

Applied Biosystems

Sequencing RR-100 BigDye Terminator
und 5x Puffer

Applied Biosystems
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8. Beschreibung der eigenen Leistung
8.1 Theoretische Vorarbeit und Nachbereitung der Experimente

Kurz nach meinem ersten Staatsexamen begann ich meine Dissertation am Institut
fir Transplantationsdiagnostik und Zelltherapeutika. Hier gewann ich Herrn Prof. Dr.
Wernet als meinen Doktorvater. Er verschaffte mir die Mdglichkeit zur Mitarbeit an
einem kurzlich angelaufenen Projekt. Im Fokus dieser Arbeitsgruppe standen Expe-
rimente mit der USSC aus Nabelschnurblut. Dabei arbeitete ich in der Nachwuchs-
Wissenschaftlergruppe (NWG) Uhrberg unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. Uhr-
berg. Von den hier beschaftigten Wissenschaftlern, erhielt ich stete Unterstitzung,
sowohl bei den praktischen Arbeiten, als auch bei der theoretischen Annaherung an
den Forschungsgegenstand.

Als priméarer Betreuer wurde mir Herr PD. Dr. Simeon Santourlidis zugewiesen. Er
vermittelte mir in die wichtigsten theoretischen Aspekte des laufenden Projekts. Far
die gesamte Dauer meiner Arbeit an der Dissertation, war Herr PD. Dr. Santourlidis

mein primarer Ansprechpartner.

Nach einer gewissen Einarbeitungszeit trug ich aktiv zur Diskussion mit den anderen
beteiligten Wissenschaftlern bei, tauschte Quellentexte aus und diskutierte meine
Ergebnisse. So beteiligte ich mich an der Entstehung des theoretischen Uberbaus
der durchgefuhrten Arbeiten. In die Entscheidungen zur generellen Konzeption der
Arbeit und die Planung der einzelnen Experimente, war ich auf diese Weise einge-

bunden.

8.2 Praktische Arbeiten

Alle in meiner Dissertation dargestellten Ergebnisse (mit Ausnahme der per Nimble-
Gene erzeugten Globalanalyse (oberer Teil von Abb. 4B (A))) beruhen auf eigen-

standig durchgeflihrten Experimenten. Selbstverstandlich fihrte ich die Vor- und
Nachbereitung der Experimente persdnlich durch.
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Die Primer fUr die genannten PCR-Schritte entwarf ich nach Einweisung in das Pro-
gramm (s.0.) selbststandig. Die Primer sowie alle weiteren wichtigen Proben, mit de-
nen ich arbeitete, verwahrte und verwaltete ich in eigener Regie. Samtliche hier be-
schriebenen PCR-Verfahren fihrte ich persénlich durch.

Wie beschrieben verwendete ich fir einen GroBteil der Experimente vorgefertigte
Kits. Samtliche notwendigen Pipettierschritte und das gesamte Verfahren, so wie es
im Handbuch der verwendeten Kits beschrieben ist, wurden von mir persénlich
durchgefihrt.

Bei der real-time PCR nahm ich neben der Gestaltung der Primer auch alle prakti-
schen Arbeiten vor. Die erhaltenen Daten trug ich in eine vom Institut vorgefertigte
Excel Tabelle (Microsoft Excel) ein, die automatisch zur Visualisierung in Form der
hier abgebildeten Balkendiagramme fuhrte. Die letztendliche Ausgestaltung der Ab-
bildung erfolgte mittels des Programms Powerpoint.

Bei der Natriumbisulfit-Konvertierung und anschlieBenden Sequenzierung, unter Ein-
beziehung aller Zwischenschritte wie der Klonierung, wurden alle Arbeiten von mir
personlich verrichtet. Die Sequenzen wurden mittels des Programms ClustalW zuei-
nander in Bezug gesetzt. Mittels Microsoft Word visualisierte ich die Anderungen der
Sequenz durch Natriumbisulfit-Konvertierung. AnschlieBend fertigte ich auf Basis
dieser Daten die Grafiken an, die anhand von weiBen und schwarzen Punkten den
Methylierungszustand der CpG-Nukleotide anschaulich machen. Dies erfolgte mittels
des Programms Microsoft Powerpoint.

Alle in dieser Dissertationsschrift gezeigten Powerpoint-Prasentationen fertigte ich
selber an. Einzelne Stilelemente tauschte ich mit PD. Dr. Santourlidis aus, um fir die
Publikation (Santourlidis 2010) die bestmdglichen Resultate zu erhalten.

Meine Arbeit am Institut wurde durch die Erwahnung meines Namens in der Autoren-
liste der gemeinsamen Publikation (Santourlidis 2010), als deren Erstautor mein Be-
treuer fungierte, gewdrdigt. Der Version meiner Dissertationsschrift, die den Referen-
ten vorgelegt wird, liegt diese Publikation in gedruckter Form bei. Meine eigenen
Leistungen sind darin farblich hervorgehoben.
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