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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Granulozyten-Kolonien-stimulierender Faktor und Granulozyten-Kolonien-

stimulierender Faktor-Rezeptor
1.1.1 Historie

Anfang der 1980er-Jahre wurde ein Zytokin identifiziert, welches in einer murinen
myelo-monozytischen Leukdmiezellline (WEHI-3B) zu einer gerichteten und
beschleunigten Ausdifferenzierung dieser Zellen zu neutrophilen Granulozyten fiihrte (9,
94). Aufgrund dieser zuerst identifizierten Wirkung auf neutrophile Granulozyten und
deren Vorlauferzellen, wurde das Zytokin als Granulozyten-Kolonien-stimulierender

Faktor (G-CSF) bezeichnet.

In der Folge wurden der murine wie der humane G-CSF als Produkt des CSF-3 Gens
beschrieben und als glykosyliertes Peptidhormon mit 174 Aminosduren und 18 kilo
Dalton Molekulargewicht charakterisiert (82, 136). Weiter wurden die verschiedenen
Zelltypen identifiziert, welche G-CSF produzieren, darunter v.a. Endothelzellen und
Stromazellen des Knochenmarks und ferner auch andere Zelltypen wie neuronale

Gliazellen, Herzmuskelzellen und verschiedenen Immunzellen (1, 34, 109, 114).

Ende der 1980er Jahre wurde gezeigt, dass G-CSF, neben anderen hdmatopoetischen
Zytokinen wie u.a. Granulozyten-Monozyten-Kolonien-stimulierender Faktor (GM-CSF)
und Erythropoetin, in der normalen Physiologie der Blutbildung eine wichtige Rolle
beziiglich der Rate und des Ausmafies der Hiamatopoese, primar fiir die myeloische
Proliferation und Ausdifferenzierung, spielt (43). Wenige Jahre nach der Entdeckung
wurden die murine und die humane G-CSF-Variante kloniert (91, 124) und als

medizinische Praparate im klinischen Umfeld eingesetzt (siehe 1.1.2).

1.1.2 Funktionen des G-CSF

Im Rahmen der normalen Hamatopoese gilt tiber die Wirkung des G-CSF als gesichert,
dass es die Differenzierung, die Proliferation, das Uberleben und die Ausreifung
neutrophiler Granulozyten und deren spater Vorlduferzellen spezifisch, und auf die
physiologische Blutbildung bezogen, nicht-redundant stimuliert (109). Des Weiteren ist
die Uberlebenszeit neutrophiler Granulozyten und ihrer Vorlduferzellen unter

G-CSF-Supplementierung in-vitro wie in-vivo verlangert (109). Werden der G-CSF oder
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der G-CSF-Rezeptor (G-CSF-R) im Knockout-Mausmodell ausgeschaltet, fiihrt dies zu
einer schweren kongenitalen Neutropenie und einem Ausbleiben des Ansteigens der
Produktion neutrophiler Granulozyten in der akuten Phase der Immunantwort (2, 134).
Von Patienten mit Mutationen des G-CSF-R ist bekannt, dass sie ebenfalls an einer
schweren kongenitalen Neutropenie leiden und ein erhohtes Risiko tragen, eine akute

myeloische Leukdmie zu entwickeln (137).

Eine weitere Funktion von G-CSF wurde bei den ersten klinischen Studien an Patienten
entdeckt. Es wurde beobachtet, dass eine Administration von G-CSF zu einer
Mobilisierung hdamatopoetischer Stammzellen des Knochenmarks ins periphere Blut

fithrt (35).

Seit mehr als 20 Jahren wird rekombinant hergestelltes, humanes G-CSF (Lenograstim®,
Filgrastim®, Granozyte®, Perfilgrastim®) therapeutisch eingesetzt. Es wird zur
Reduzierung der febrilen Neutropenie, die z.B. im Rahmen einer Chemotherapie, einer
Knochenmarksaplasie oder aufgrund kongenitaler Defekte, wie der schweren
kongenitalen Neutropenie, auftreten kann, eingesetzt (38). Weiterhin kénnen die durch
den G-CSF mobilisierten Stammzellen aus dem peripheren Blut durch Apharese
gewonnen und zur allogenen und autologen Stammzelltransplantation eingesetzt werden
(35). Insbesondere die Mechanismen der Wirkung von G-CSF auf die wenig
differenzierten hdamatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks sind Gegenstand

aktueller Forschung.

1.1.3 G-CSF-Rezeptor

1986 wurde erstmals der zu G-CSF entsprechende Rezeptor beschrieben und als
Granulozyten-Kolonien-stimulierender Faktor-Rezeptor (G-CSF-R) benannt. Seine
Expression wurde zunadchst auf Zellen des himatopoetischen Systems untersucht und
nachgewiesen, darunter auf neutrophilen Granulozyten, samtlichen bekannten
Vorlauferzellen des blutbildenden Systems einschlief3lich der hdmatopoetischen
Stammzellen (20, 78, 80) sowie auf den embryonalen Stammzellen (ES-Zellen), die aus
der Inneren Zellmasse (IZM) der 3,5 Tage alten murinen Blastozyste isoliert werden (vgl.
Kapitel 1.4) (78). Allerdings hat sich in jiingerer Zeit gezeigt, dass eine deutlich grofiere
Bandbreite von Zellen den G-CSF-R exprimieren, darunter Endothelzellen, Zellen der
Plazenta, Neuronen, aktivierte T-Lymphozyten sowie einige nicht-hamatopoetische

Tumorzelllinien (90, 109).
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Der G-CSF-R aktiviert zum einen den JAK/Stat-Signalweg (JAK: Januskinasen, Stat:
Signaltransduktoren und Aktivatoren der Transkription), welcher ein in eukaryotischen
Zellen hochkonservierter Signalweg ist, der Zellwachstum, Differenzierung und
programmierten Zelltod reguliert (109). Zum anderen werden in der intrazelluldren
Signaltransduktion der ras/MAP-Kinasen-Signalweg (ras: ratsarcoma; MAP:
Mitogen Activated Protein) und der Proteinkinase 3-Signalweg (PI"3-Kinase) aktiviert.
MAP-Kinasen stellen ebenfalls evolutionar konservierte Elemente in der eukaryotischen
Zellregulation da, die an Genexpression, Mitose, Differenzierung, Proliferation und
Zellliberleben beteiligt sind. Die genaue Bedeutung der einzelnen Signalwege und ihres
Zusammenspiels untereinander ist noch nicht hinreichend verstanden (52). Eine
Ubersicht der intrazellulir durch die Aktivierung des G-CSF-R ausgeldsten

Signalkaskaden gibt Abb. [ (Anhang).

1.1.4 Bedeutung des G-CSF fiir nicht-hdamatopoetische Gewebe

Die Identifizierung der Bedeutung von G-CSF fiir Gewebe und Zellen aufierhalb des
blutbildenden Systems hat in den letzten 5 Jahren das Bild der Wirkung von G-CSF
nachhaltig verdandert. Der G-CSF-R ist auf Neuronen des Gehirns und Riickenmarks
vorhanden, wobei G-CSF hauptsachlich als neurotrophischer Faktor wirkt (114). Weiter
konnte eine wichtige Rolle des G-CSF bei der embryonalen Neurogenese und
Gehirnentwicklung gezeigt werden (62). Nach Schlaganfillen kommt es unter
Vermittlung von G-CSF zu einer Mobilisierung von Stammzellen des Knochenmarks ins
periphere Blut, die dann an der Regeneration des ischdamischen Schidigungsorts im
Gehirn beteiligt sind (123). Zudem hat G-CSF im geschadigten Gehirngewebe selbst eine
anti-inflammatorische und anti-apoptotische Wirkung (122). Aufgrund seiner
nachgewiesenen neuroregenerativen Wirkung wird G-CSF in klinischen Studien fiir
Schlaganfallpatienten und neurodegenerative Erkrankungen wie z.B. bei der
experimentellen Behandlung der amyotrophe Lateralsklerose erprobt (147). Fir die
embryonale Entwicklung von Kardiomyozyten wurde in-vivo belegt, dass G-CSF eine
entscheidende Wirkung fiir deren Entwicklung und Wachstum hat (25, 119). Der in
diesen Studien gezeigte regenerations-und differenzierungsfordernde Effekt auf
Stammzellebene konnte bisher noch nicht fiir die Ebene friiher, wenig differenzierter
hamatopoetischer Stammzellen gezeigt werden (83, 109), was Gegenstand dieser Arbeit

ist.
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1.2 Grundlagen der Himatopoese

Die Himatopoese stellt ein hierarchisches Modell aus Stamm,- Progenitor,- und Endzellen
der hamatopoetischen Differenzierung dar. Aus den hamatopoetischen Stammzellen, die
in spezialisierten Nischen des Knochenmarks vorliegen, entwickeln sich durch
differenzielle Zellteilung® die Vorlduferzellen der myeloischen und lymphatischen
Zelllinien. Diese entwickeln wiederum in einem durch Zytokine streng regulierten
Prozess die einzelnen Endprodukte der Blutbildung. Taglich werden ca. 101112 Blutzellen
(89) neu gebildet um ein gleichbleibendes Niveau an Blutzellen im Blutkreislauf zu
ermoglichen. Dieses Gleichgewicht aus Blutzellbildung und -verbrauch wird als

Homoostase oder steady state des blutbildenden Systems bezeichnet.

Die adulten hiamatopoetischen Stammzellen in Knochenmark und peripherem Blut, wo
physiologisch nur sehr wenige vorhanden sind, befinden sich in der Regel im
Ruhezustand, also der Go-Phase des Zellzyklus (13) und werden in zwei Populationen
unterteilt. Die sog. long-term self-renewing hematopoietic stem cells (1t-HSCs) stehen an
der Spitze der hamatopoetischen Pyramide und sind zur lebenslangen Selbsterneuerung
und -erhaltung befahigt. Davon werden die nachgeordneten, reiferen sog. short term self-
renewing hematopoietic stem cells (st-HSCs) abgegrenzt, die fiir einen Zeitraum von 6
Wochen alle Zellen der Himatopoese bilden, also vollstandiges Differenzierungspotential
besitzen, danach aber ihr Regenerationspotential verbraucht haben (116). Dieser Prozess
kann durch das in-vivo dahnliche System der in-vitro Kultivierung und Differenzierung
embryonaler Stammzellen, wie in dieser Arbeit angewendet, erfolgreich nachgebildet

werden (44).

1.3 Stammzellen und die in-vitro Embryogenese

1.3.1 Eigenschaften von Stammzellen

Stammzellen sind durch die Eigenschaft charakterisiert, sich durch differenzielle
Zellteilung selbst erneuern zu kénnen und sich in verschiedene, spezialisierte Zellarten
entwickeln zu konnen. Sie werden entsprechend ihres Differenzierungspotentials
beschrieben, wobei totipotente Stammzellen einen vollstandigen Fétus ausbilden konnen

und pluripotente Stammzellen alle Zellen der 3 Keimblatter, jedoch keine Gameten,

* Der frither gebrauchliche Terminus der ,asymmetrischen Zellteilung’ wird in der vorliegenden Arbeit
durch den rezenteren Terminus der ,differentiellen Zellteilung® ersetzt, der verschiedene
physiologische Mdéglichkeiten der Stammzellproliferation- und Differenzierung umfasst;
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entwickeln konnen. Die weiter spezialisierten Stammzellen sind dann zunehmend auf die
verschiedenen Keimblatter, Gewebetypen und Zelltypen spezialisiert, so dass z.B.
hdamatopoetische Stammzellen der Charakterisierung It-HSC alle Zelltypen der
Hamatopoese bilden konnen. Viele spezialisierte Stammzellen besitzen aber erhebliche
Plastizitdt und koénnen durch mediator- und umweltbedingte Umprogrammierung eine
vielfaltigere  Differenzierungspotenz wiedererlangen, was mit dem Konzept der

induzierten Pluripotenz beschrieben wird (42, 105, 128, 143).
1.3.2 Murine embryonale Stammzellen

Murine embryonale Stammzellen (ES-Zellen) werden aus der Inneren Zellmasse (I1ZM)
der murinen Blastozyste in der frithen Embryonalentwicklung an Tag 3.5 isoliert und
stellen pluripotente Stammzellen dar, die zur Bildung aller Zelltypen der 3 verschiedenen
Keimblatter befahigt sind (78). Sie lassen sich unter Bewahrung ihrer Pluripotenz unter
definierten Kultivierungsbedingungen ohne Einschriankung vermehren (7) und sind
daher gut zur Erforschung der Eigenschaften und Regulationsmechanismen von Zellen,

Zellverbanden und Geweben der 3 Keimblatter geeignet (24, 76).

1.3.3 In-vitro Kultivierung embryonaler Stammzellen

1985 gelang es Doetschman et al. erstmals ein in-vitro Modell der murinen
Embryogenese zu entwickeln, welches auch die dreidimensionale Nachbildung der
initialen Embryonalentwicklung berticksichtigte (21). Die ES-Zellen werden bei diesem
Verfahren zur Anziichtung zunachst in sog. Hdngenden Tropfen angesetzt (vgl. 2.2.3). In
den ersten Tagen bildet sich eine Endodermschicht um die IZM, welche wichtige
Uberlebens- und Differenzierungssignale an diese aussendet. Im weiteren Verlauf
entwickeln sich aus den Zellen der IZM das Ektoderm und etwas spater die Zellen des
Mesoderm, welche dann zwischen Endo- und Ektoderm liegen (7). Morphologisch dhneln
die Zellaggregate nach 3-7 Tagen denen eines 6-8 Tage alten Embryos im Eizylinder-
Stadium und werden als Embryoid Bodies (EBs) bezeichnet. An den Tagen 8-10 der
Kultivierung entwickeln ungefihr die Halfte der Aggregate grofde zystische Strukturen
mit Expression von o-Fetoprotein und Transferrin, wie sie vergleichsweise im
Postimplantations-Embryo gefunden werden (21). Aus einer Mehrzahl dieser zystischen
Strukturen entwickeln sich in der Folge Aggregate ausgereifter Zellen, wobei ca. 30%
davon jeweils Myokard- und Blutzellen darstellen und sich der Rest auf Zellen aller

Keimblatter erstreckt (7, 21, 57).
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Die Bedeutung und das Potential der in-vitro Differenzierung von ES-Zellen wurden in
der Folge weiter untersucht und definiert. Es konnte gezeigt werden, dass die
Entwicklung der Stammzellen in den EBs samtliche Schritte der fetalen Blutbildung
nachvollzieht und aus der in-vitro Zellkultur alle Blutzellen entwickelt werden kénnen
(16, 74). Die in-vitro Kultivierung der ES-Zellen ist fiir die Untersuchung genetischer
Zusammenhinge und Regulationsmechanismen der murinen Hamatopoese gut geeignet.
So konnte Prelle et al. nachweisen, dass die murinen ES-Zellen, wenn sie in einen frithen
Embryo eingebracht werden, wieder vollstindig in die Embryogenese integriert werden
konnen, sie dort zur Bildung aller Keimblatter beitragen und diese Funktionen auch nach
umfangreicher Genmanipulation beibehalten (104). Auch der Einfluss von Zytokinen auf
die Hamatopoese wurde anhand des ES-Zellmodells umfangreich studiert (132). In-vitro
geziichtete hdmatopoetische Stammzellen konnten experimentell bereits flr

Stammzelltransplantationen im Mausmodell eingesetzt werden (16, 74, 77).

1.4 Die verschiedenen Phasen der primitiven und definitiven embryonalen

Hamatopoese

1.4.1 Der Beginn der hamatopoetischen Entwicklung im murinen Embryo

Wiahrend der murinen Embryogenese konnen zeitlich und ortlich unterschiedliche
Phasen definiert werden, zu welchen die primitive und, spater, definitive Himatopoese
stattfinden (Abb. 1). Die erste Phase der Himatopoese ist im Dottersack lokalisiert, wobei
ab Tag 2-4 post-conceptionem (p.c.) der Hamangioblast und wenig spater primitive
hamatopoetische Stammzellen identifiziert werden kénnen, sowie ab Tag7 p.c. reife
Blutzellkolonien (56). Die Blutzellkolonien bestehen aus einer angioblastischen
Zellschicht, die Gefaf3zellen hervorbringt und einer Schicht hamatopoetischer
Stammzellen, aus denen v.a. primitive Erythrozyten, Makrophagen, aber keine
Granulozyten oder Lymphozyten hervorgehen (5, 55, 56). Die primitiven
hamatopoetischen Stammzellen bilden nicht nur primitive Zellen in der initialen
Hamatopoese, sondern haben auch das Potential der Bildung definitiver Zellen der
myelo-lymphatischen Reihe (100). Es wurde gezeigt, dass ein Teil der hamatopoetischen
Stammzellen aus dem Dottersack tiber das periphere Blut in die fetale Leber einwandert,
um dort den Pool hdamatopoetischer Stammzellen der definitiven Blutbildung zu bilden

(siehe Abb. 1) (79, 85).
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Der Beginn der definitiven Hamatopoese ist intraembryonal lokalisiert, wobei ab Tag
10-11 p.c. die ersten reifen Blutzellen entstehen. Die fiir die Ausbildung der definitiven,
lebenslang erhalten bleibenden Stammzellen zustindige Region ist das
Flk1-exprimierende (fetale Leberkinase 1) dorsolaterale Mesoderm des primitiven
Streifens (46). Mittlerweile ist bekannt, dass sich dort bereits vor dem Auftreten der
Hamatopoese im Dottersack Hamangioblasten nachweisen lassen (59). Bei dem
Hamangioblasten handelt es sich um eine Stammzellpopulation, aus welcher
Endothelzellen und alle Blutzelllinien gebildet werden konnen. Er stellt also den
gemeinsamen Ausgangspunkt fiir die Entwicklung hdmatopoetischer und endothelialer

Zellen dar (12,22, 78,95, 135, 141).

Die Orte der definitiven Himatopoese sind zundchst die Paraaortale-Splanchnopleura
(PSp) an den Tagen 9-10 p.c. sowie die Aortogonadale Mesonephros-Region (AGM-
Region) an den Tagen 10-11 p.c., wobei beide Regionen dem Mesoderm des primitiven
Streifens angehoren und eng benachbart lokalisiert sind. Danach verlagert sich die
Blutbildung in Leber, Milz und schlief3lich auf Lebenszeit ins Knochenmark. Obwohl in
der fetalen Leber hamatopoetische Stammzellen aus dem Dottersack nachgewiesen
werden, geht man davon aus, dass nur die Stammzellen aus dem mesodermalen
primitiven Streifen die 1t-HSCs bilden, die zur lebenslangen Selbsterneuerung befahigt

sind (85).
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def. HSCs, It-HSCs,
Endzellen der Leber, Milz,
Hamatopoese Knochenmark

)

FIk1-positives
Mesoderm in
AGM-Region + PSp
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—
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Abb. 1: Darstellung der verschiedenen Phasen der primitiven und definitiven Himatopoese und
ihrer Lokalisation im murinen Embryo. Die erste Phase der primitiven Hamatopoese findet im
murinen Dottersack statt. Hier werden primitive (pr.) Hdmangioblasten und hdmatopoetische
Stammzellen (HSCs) mit definitivem (def.) lymphomyeloiden Potential gebildet. HSCs, die im
Dottersack entstehen, migrieren von dort in die spdteren Regionen der Hamatopoese (Leber,
Milz, Knochenmark), respektive in das Flk1*-positive Mesoderm (AGM-Region: Aortogonadale-
Mesonephros-Region; PSp: parietale Splanchnopleura). Im Flk1-positiven Mesoderm haben die
[t-HSCs ihren Ursprung, welche dann zu den Orten der definitiven Himatopoese (transient: Leber,
Milz; definitiv, lebenslang: Knochenmark) migrieren (5, 56, 63, 85, 100).

1.4.2 In-vitro Modell der Himatopoese

Die in-vitro ES-Zellkultur ist ein geeignetes System, um die murine embryonale
Hamatopoese in-vivo dhnlich nachzubilden. Die Meilensteine der Himatopoese, bis hin
zum Auftreten aller Endzellen der Blutentwicklung, werden durch die Zellkultur unter
definierten Kulturbedingungen vollstindig nachvollzogen (30). Der zeitliche Ablauf des
Auftretens hiamatopoetischer Zellen in der murinen in-vitro Kultur (vgl. 1.3.3) ist in
Abb. 2 gezeigt. An Tag 2 der EB-Entwicklung ist das Endoderm und die davon
umschlossene 1ZM ausgepragt. Zu diesem Zeitpunkt findet in den EB-Zellen auch die
Entwicklung des in-vitro Aquivalents des Himangioblasten, der sog. blast colony forming

cell (BL-CFC), im Flk1-positivem Mesoderm statt (28,51, 96).
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Innere
Zellmasse
Ektoderm
Endoderm .
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ES-Zellen BL-CFCs [t-HSCs HPCs Lymphatische Zellen,
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Abb. 2: ES-Zellentwicklung und erstes Auftreten von hamatopoetischen Zellen in EBs in den ersten
Tagen der murinen Embryogenese im in-vitro Modell. Die Entwicklung der in den Hdngenden
Tropfen kultivierten ES-Zellen vollzieht die raumliche Organisation des Embryos nach (21), wobei
alle 3 Keimblatter gebildet werden. Auf zelluldrer Ebene werden sequentiell die blast colony
forming cells (BL-CFCs) als die in-vitro Aquivalente der Hamangioblasten, It-HSCs,
hamatopoetische Progenitorzellen (HPCs) sowie lymphatische Zellen und Endothelzellen gebildet
[modifizierte Abb. nach Keller (56) und Fleischmann und Hescheler (31)].

Zwischen Tag 3 und Tag 5 der EB-Entwicklung bilden sich in-vitro die drei Keimblatter
Endoderm, Mesoderm und Ektoderm vollstdandig heraus. In dieser Zeit entstehen in der
Kultur erstmals zahlreiche neue Zelltypen (Abb. 2). Von besonderem Interesse ist, dass
zwischen Tag 3 und 4 der Entwicklung erstmals 1t-HSCs (siehe 1.2) gebildet werden,
welche ins Knochenmark des adulten Organismus migrieren (vgl. Abb. 1) und dort
lebenslang zu einem grofden Teil den Pool hdmatopoetischer Stammzellen ausbilden (56,
57). Die regelgerechte Nachbildung der Entwicklung der 1t-HSCs in der in-vitro
Kultivierung wurde von Kennedy et al. bestatigt (59). Weitere in der Zellkultur an den
Tagen 4 und 5 gebildete Zellen sind hamatopoetische Progenitorzellen, Angioblasten,
primitive und definitive Erythrozyten, lymphatische Zellen und Endothelzellen (Abb. 2)
(56,57).

Der beschriebene Prozess der zeitlich dichten Entwicklung des hamatopoetischen
Systems in der embryonalen Entwicklung ist ein streng regulierter Prozess. Die
verschiedenen Zelltypen weisen eine differenzielle Expression von Oberflachenproteinen
auf, die mit Differenzierungsstand und Reifegrad der Zellen und Stammzellen korreliert
ist. Zudem ist der Prozess der Initiation hamatopoetischer Stammzellentwicklung durch

die sequentielle Expression einiger Schliisselgene reguliert. Daher wird der in diesem
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Abschnitt beschriebene Prozess der frithen hamatopoetischen Entwicklung im nachsten
Teil ausfiihrlich hinsichtlich seiner differenziellen molekularbiologischen Charakteristika

beschrieben.
1.5 Oberflaichenmarker, Gene und Transkriptionsfaktoren der Himatopoese

1.5.1 Oberflaichenmarker der Himatopoese

ES-Zellen und hamatopoetische Stammzellen koénnen durch ihr Expressionsmuster
verschiedener Oberflachenproteine beziglich ihrer Reife und ihres
Differenzierungsgrades unterschieden werden. Die frithe Entwicklung hamatopoetischer
Stammzellen in den EBs, wie in der physiologischen Embryogenese, zeigt eine
sequentielle Expression charakteristischer Oberflaichenproteine, die den spezifischen
Reifestatus der Zellen widerspiegeln. Im Folgenden werden die entscheidenden Marker

der hamatopoetischen Entwicklung dargestellt [vgl. Abb.3 und Tabelle I (Anhang)].

CD34

CD34 ist ein Glykoprotein, welches auf verschiedenen hamatopoetischen Stamm- und
Vorlauferzellen exprimiert wird. CD34 spielt bereits ab dem frithen Stadium des
embryonalen Hiamangioblasten eine wichtige Rolle, wobei CD34-defiziente Mause eine
stark verzogerte und geschwichte Gefaf3-und Blutzellentwicklung zeigen (11).
Funktionell ist die CD34-Expression in der frithen embryonalen hdmatopoetischen
Entwicklung aber noch nicht charakterisiert (36). Ogawa et al. haben gezeigt, dass alle
hamatopoetischen Stammzellen der fetalen Blutbildung CD34-positiv sind (97). CD34 ist
als Marker hamatopoetischer Stamm- und Progenitorzellen beschrieben und wird dort
zusammen mit Scal und CD117 exprimiert (Abb. 3) (88, 110). Ferner wurde gezeigt, dass
sich im adulten Organismus eine CD34-positive Gruppe hiamatopoetischer Stammzellen
mit einer charakteristisch hohen Zellzyklusaktivitat von einer ruhenden, CD34-negativen

Population abgrenzen lasst (36).

CD90

CD90 (Synonym: Thy-1: Thymus Antigen 1) wurde zunachst als Differenzierungsantigen
auf unreifen Progenitorzellen der myeloischen und erythroiden Zelllinien gefunden,
welches wahrend der weiteren Ausreifung verloren geht (86). Christensen et al.
identifizierten CD90 als friihen Marker von Stammzellen (vgl. Abb. 3), der mit deren
Selbsterneuerungsfahigkeit  korreliert ist (13). Hdamatopoetische Stamm- und

Progenitorzellen, die ihre CD90-Expression verlieren und eine verstarkte Expression an
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CD135 aufweisen, sind durch eine verminderte Selbsterneuerungsfiahigkeit
charakterisiert. Die entscheidende Bedeutung fiir die Selbsterneuerungsfahigkeit wurde
auch dahingehend bestitigt, dass alle 1t-HSCs des adulten Knochenmarks CD90-positiv
sind (13).

CD117

CD117 (Synonym: c-kit: stem cell growth factor receptor) ist ein Tyrosinkinasen-Rezeptor,
dessen Ligand der Stammzellfaktor ist. Wahrend der hamatopoetischen Entwicklung ist
er auf frithen Stamm- und Progenitorzellen, zusammen mit u.a. Scal, CD133 und CD34
(vgl. Abb. 3), exprimiert, wahrend er auf reiferen Zellen herunterreguliert wird (95, 111).
Snodgrass et al. beschrieben die Bedeutung der Expression von c-kit in einer in-vitro
embryonalen Stammzellkultur zu Beginn der hdamatopoetischen Induktion (121), was
von Ling et al. bestatigt wurde (71). Die Expression von CD117 spielt eine entscheidende
Rolle fiir Selbsterneuerung, Proliferation und Differenzierung von Stammzellen (118),

was auch in experimentellen Transplantationsstudien bestatigt werden konnte (92).

CD133

Die Expression von CD133 ist auf hdamatopoetischen, endothelialen und neuronalen
Stammzellen beschrieben, darunter den frithen hamatopoetischen Stammzellen der
Embryonalentwicklung in Koexpression mit Scal und CD117 (vgl. Abb. 3) (32, 139). Im
adulten Organismus wird CD133 als Marker fiir die Isolation hdmatopoetischer
Stammzellen, zusammen v.a. mit CD34, genutzt. Eine Ausdifferenzierung

hamatopoetischer Zellen ist von einer Runterregulation von CD133 begleitet (139).

CD13

CD13 ist ein wichtiger Marker myeloischer Differenzierung. Bis zu dem Level
hamatopoetischer Stammzellen des Reifegrades It-HSCs ist CD13 nicht relevant
exprimiert. Fiir hdmatopoetische Progenitorzellen und die weiter differenzierten Zellen
der myeloischen Differenzierung wie Granulozyten, Monozyten und Makrophagen liegt
eine CD13-Expression vor (10, 107). Damit kann CD13 als korrelativer Marker
hamatopoetischer Ausdifferenzierung in der embryonalen Stammzellkultur verwendet

werden (57).



12 Einleitung

Embryonale
Stammzellen

Q O CD117* (D34
Q Sca-1* CD45"
I AA4.T

FIk-1 exprimierendes O O O
Mesoderm, @
Entstehung O \
hamatopoetischer \ll
Vorlauferzellen

O S— Endothelzellen,
angiopoetische
cDi44*

Stammzellen

cD117% CD34*

It-HSCs Sca-17  CD90.1°
CD133* (CD135*
CD117* (CD34*
st-HSCs

Sca-1* CD90.1'°
CD133* CD135"

mulitpotente cD117* CD34*
Progenitorzellen Sca-1* €D90.1'9/-
/ \ CD13'° CD135*

I\lmphatische CD117° D34 CD117*: CD34* o, Myeloische
Progenitorzellen ¢3-11© ¢p90.1- Sca'c]'DlSSDQO'l Progenitorzellen

2N

€6

Differenzierung von CD117* (CD34* CD117* CD34 Differenzierung von
Granulozyten und Sca-1I" CD90.1°/ Sca-1-  CD90,.1L0/ Megakaryt_)zyten und _d‘_?l'
Makrophagen cD13* cpiz erythrozytischen Zelllinie

Abb. 3: Expression spezifischer Oberflaichenmarker wahrend der Hamatopoese in Embryoid
Bodies im in-vitro Modell. Die kultivierten embryonalen Stammzellen differenzieren alle drei
Keimblatter aus, darunter das Mesoderm. Das Flkl-positive Mesoderm des primitiven Streifens
bringt die hdmatopoetischen Stamm- und Vorlduferzellen hervor, darunter die long term self-
renewing hematopoietic stem cells (It-HSCs) und die short term self-renewing hematopoietic stem
cells (st-HSCs). Auf jeder Stufe der hierarchisch organisierten hamatopoetischen Entwicklung
werden jeweils spezifische Oberflachenproteine exprimiert. Abkiirzungen: ,+": Protein auf
mittlerem Level exprimiert; ,-: Protein nicht exprimiert; ,hi": Protein auf hohem Niveau
exprimiert; ,lo”: Protein auf niedrigem Niveau exprimiert; Scal: stem cell antigen 1; ,CD117"
Stammzellfaktor-Rezeptor (c-kit); ,flt3‘: fms-like tyrosine kinase receptor-3 (CD135); ,AA4.1“: CD93.
Abb. modifiziert nach Ling et al. (72), Christensen et al. (13) und Seita et al. (116).

1.5.2 Gene und Genprodukte der Himatopoese

Die Expression der beschriebenen Marker wird durch diverse Gene und daraus
resultierender Genprodukte reguliert. Ihre spezifische Regulation und Expression ist flr
die verschiedenen Stufen der hdmatopoetischen Stammzellentwicklung beschrieben [vgl.

Abb. 4 und Tabelle II (Anhang)].
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HoxB4

HoxB4 ist ein entscheidender Transkriptionsfaktor der Stammzellfunktion
hdamatopoetischer Stamm-und Vorlduferzellen und weif3t eine hohe Spezifitit der
Expression fiir himatopoetisches Gewebe auf (48). HoxB4 fordert die hamatopoetische
Stammzellregeneration, d.h. eine Erhaltung des Stammzellpools um auf einen Stimulus,
z.B. durch ein Zytokin, mit einer maximalen proliferativen Antwort reagieren zu kénnen
sowie um den Stammzellpool ein Leben lang zu erhalten (4). HoxB4-defiziente Mause
weisen verminderte Zahlen hamatopoetischer Stamm- und Progenitorzellen auf, kdnnen
auf proliferative Stimuli nur unzureichend mit einer Steigerung der Zellsynthese
hamatopoetischer Zellen reagieren und haben eine reduzierte Zellularitit in
hamatopoetischen Organen wie Milz und Knochenmark (8). Hamatopoetische
Stammzellen, die aus der murinen Embryonalentwicklung isoliert wurden, sind nur dann
fiir eine langfristig erfolgreiche Knochenmark- und Blutstammzellspende geeignet, wenn
sie eine hohe HoxB4-Expression aufweisen (77). Es ist mittlerweile experimentell
gelungen, in-vitro geziichtete hdmatopoetische Stammzellen, welche ein hohes Niveau an
HoxB4-Expression aufweisen, fur  die lebenslange Knochenmarkspende

Knochenmark-eradizierter Mause einzusetzen (16).

TAL1

TAL1 (T-Zell akutes lymphozytisches Leukdmie-Protein 1; Synonym Scl: Stem cell
leukemia gene) hat zu Beginn der embryonalen Hamatopoese eine entscheidende
Funktion fiir die Bildung des Himangioblasten und weiter der hamatopoetischen Stamm-
und Progenitorzellen. TAL1-defiziente Mduse konnen keine Blutzellen bilden und zeigen
eine komplette Blockierung der Hdmatopoese (146). Weiterhin ist bekannt, dass
mesodermales Gewebe nur unter TAL1-Expression zur Himatopoese befahigt ist (103,
146). Dabei wird das Flk1-exprimierende Mesoderm (vgl. FIk1) unter Vermittlung von
TAL1 zur Entwicklung des Hamangioblasten und der weiteren hamatopoetischen
Stammzellen angeregt (73). Eine gesteigerte Expression von TAL1 fiihrt dabei auch zu
einer vermehrten Produktion hdmatopoetischer Vorlaufer- und Effektorzellen. Adulte
und fetale hdmatopoetische Stammzellen selbst, welche eine erhohte oder erniedrigte
TAL1-Expression aufweisen, zeigen in in-vitro Versuchen allerdings kein verdndertes
Proliferations,- Differenzierungs- und Wiederbesiedlungspotential (84). Damit kann von
einem eher gewebe- als zellspezifischen Effekt von TAL1 ausgegangen werden. Die
TAL1-Expression ist fiir hamatopoetische Stamm- und Progenitorzellen charakteristisch
und wird in der Differenzierung der ES-Zellen zu Endzellen des blutbildenden Systems

auf diesen Stufen transient exprimiert (23).
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Flk1

FIk1 ist in der embryonalen Entwicklung einer der ersten molekularen Marker des
Beginns hamatopoetischer Entwicklung sowie der Angio- und Vaskulogenese. In der
Entwicklung der EBs (siehe 1.3.3) wurde gezeigt, dass ausschliefdlich das Flk1-positive
proximo-laterale Mesoderm Zellen mit definitivem hamatopoetischen Potential
hervorbringen kann (95). Diese Region entspricht dem primitiven Streifen in der
murinen Embryogenese, welcher entsprechend eine hohe Flk1-Expression aufweist und
als Ursprungsort der Himangioblastenbildung gilt (vgl. 1.4). Das in-vitro Aquivalent des
Hamangioblasten, die BL-CFC, zeigt gleichfalls ein hohes Maf} an Flk1-Expression. In
einem Methylcellulose-Assay mit BL-CFCs konnte gezeigt werden, dass sich aus den
BL-CFCs Blastenkolonien mit vaskuldarem und hamatopoetischem
Differenzierungspotential entwickeln (28, 59). Das Expressionsmuster von Flkl war
Mitte der 1990er-Jahre damit auch der erste molekulare Hinweis auf die enge
Verzahnung von Vaskulo- und Himatopoese. Flk1-defiziente Mause kénnen keine frithen
Blutinseln und keine organisierten Gefaf3strukturen bilden (117). Fiir die Expression von
Flk1 in EBs gilt, dass an Tag 4 der Entwicklung 50% der EB-Zellen Flk1-positiv sind sowie
anndhernd samtliche Zellen der Hamatopoese, wohingegen an Tag 12 nur noch ca. 5%
der hamatopoetischen Zellen Flk1-positiv sind (51, 78). Dies weist auf die

hervorgehobene Bedeutung von Flk1 wahrend der frithen Stadien der Embryogenese hin.

Pu.1

Pu.l ist ein Transkriptionsfaktor, der fiir die Zellforschung in der Hamatologie in den
letzten 20 Jahren von besonderer Bedeutung war. Zum einen weil seine Expression auf
hamatopoetisches Gewebe beschrankt ist (45) und zum anderen, weil ihm spezifische
Funktionen in der Entwicklung hamatopoetischer Zellen unterschiedlicher
Entwicklungsstufen und Reifegrade zugeordnet werden. Pu.l bestimmt als
Transkriptionsfaktor die Proliferation und Differenzierung hdmatopoetischer Stamm-
und Progenitorzellen sowie der Endzellen der myelo-lymphatischen Reihe.
Pu.1-defiziente hdmatopoetische Stammzellen konnen sich in-vitro nicht weiter in
hdamatopoetische Progenitorzellen differenzieren und konnen somit auch nicht als
langfristig regenerierende Stammzellen im Knochenmark dienen (49). Dabei ist Pu.l
auch entscheidend fiir das sog. homing und das Langzeitwiederbesiedlungspotential
hamatopoetischer Stammzellen bei der Knochenmarkstransplantation (37). Pu.1 wird auf
der Stufe hamatopoetischer Stammzellen (vgl. Abb. 4) am starksten exprimiert, ist aber in
der Folge fir das Differenzierungs- und Proliferationspotential der reiferen

myelo-lymphatischen Progenitorzellen nicht weniger wichtig, wobei das Mafd der
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Pu.1-Expression die hdmatopoetische Linienentscheidung zwischen lymphatischer und
myeloischer Reihe beeinflusst. Z.B. fiihren hohe Pu.1-Spiegel zur Entwicklung der
Progenitorzellen zu Makrophagen und niedrigere Spiegel zur Entwicklung der
Progenitorzellen zu Granulozyten und B-Zellen (15). Weiterhin von Bedeutung ist, dass
Pu.1-defiziente hamatopoetische Zellen keine Reaktion auf Stimulation mit G-CSF zeigen
und Pu.1 damit eines der entscheidenden Transkriptionsfaktoren in der Endstrecke der

G-CSF-Regulation ist (18).

GataZ2

Gata2 ist ein wichtiger Regulationsfaktor, der an der primitiven und definitiven
Hamatopoese beteiligt ist. Dabei sind wichtige regulatorische Netzwerke mit anderen
Transkriptionsfaktoren wie Gata-1, LmoZ2 oder TAL1 bekannt (39, 40). In
hamatopoetischen Zellen aus der fetalen Leber und der AGM-Region, die durch
Zellisolation von Flk1-, CD34-, c-kit- und CD34-positiven Zellen gewonnen wurden, zeigt
sich eine sehr hohe Expression von Gata2 (87). Gata2-defiziente Mause sind nicht zur
Blutbildung befahigt (130). Als entscheidende Funktion in der frithen hamatopoetischen
Entwicklung ist gesichert, dass GataZ als gatekeeper fungiert, um die Immaturitit
hdmatopoetischer Vorlauferzellen zu erhalten. Seine Herrunterregulation ist die
Voraussetzung fiir die weitere Ausdifferenzierung der Zellen in reife Blutzellen (88). Die
Expression von Gata2 ist fiir die Produktion und Expansion frither hamatopoetischer
Stammzellen unverzichtbar, was fiir die AGM-Region auch ortlich nachgewiesen werden

konnte (69).

Lmo2, Lmo4

Lmo2 ist ein Transkriptionsfaktor der Himatopoese. In der Embryogenese ist Lmo2 fiir
den Beginn der primitiven Erythropoese im Dottersack wichtig, sodass Lmo2-defiziente
Embryos an Tag 9 der Entwicklung wegen ausbleibender Erythropoese sterben (142). In
den weiteren Phasen der frithen embryonalen Himatopoese ist Lmo2 im Komplex mit
Gata-1 und TAL1 an der hdmatopoetischen Stammzellregulation beteiligt (39). Das
Lmo2-Protein wird in verschiedenen T-Zellleukdmien gefunden. So wurde gezeigt, dass
der Lmo2-, ERG-, FLI1-Komplex an der Entstehung der T-Zell akuten lymphatischen
Leukidmie beteiligt ist (98). Uber Lmo4 ist bisher bekannt, dass es in himatopoetischen
Stamm- und Progenitorzellen exprimiert wird. Fiir die frithe hamatopoetische
Entwicklung konnte bis jetzt aber keine entscheidende Funktion zugeordnet werden (39,

60).
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Abb. 4: Darstellung der sequentiellen Genexpression in den jeweiligen Schritten der Hdmatopoese
in Embryoid Bodies im in-vitro Modell. Die kultivierten embryonalen Stammzellen differenzieren
alle drei Keimblatter aus, darunter das Mesoderm. Das Flk1l-positive Mesoderm des primitiven
Streifens bringt dabei die hamatopoetischen Stamm- und Vorlduferzellen hervor, darunter die
long term self-renewing hematopoietic stem cells (It-HSCs) und die short term self-renewing
hematopoietic stem cells (st-HSCs). Fur die jeweiligen hierarchischen Stufen der Hamatopoese
sind die entsprechend exprimierten oder nicht-exprimierten Gene gezeigt, die fir die
Differenzierung (Pfeile, bunt), Selbsterneuerung (Pfeile, Halbkreis-formig, rot) und die Zellebene
selbst (schwarz) von Bedeutung sind. Abkirzungen: ,+: Gen exprimiert; ,++: Gen auf hohem
Niveau exprimiert; ,+++“: Gen auf sehr hohem Niveau exprimiert; ,-": Gen nicht exprimiert; ,Da“:
,Dosis-abhangig’: die Hohe der Expression des Gens nimmt Einfluss auf die Differenzierung im
Sinne der Linienentscheidung der Zellen. Abb. modifiziert nach Ling et al. (72). Nachweise: Flk1
(28,51, 59, 78, 95), TAL1 (23, 73, 103, 146), HoxB4 (4, 8, 48), Gata2 (69, 87, 88, 130) und Pu.1 (15,
45, 49).
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1.6 Fragestellung

Der Granulozyten-Kolonien-stimulierende Faktor wird seit iiber 20 Jahren in der
hdamatologischen Praxis fiir die Mobilisierung hdmatopoetischer Stammzellen und zur
Behandlung der Chemotherapie-induzierten febrilen Neutropenie eingesetzt. Wahrend
sein differenzierungsfordernder Effekt auf neutrophile Granulozyten und Vorlauferzellen
der myeloischen Reihe weitgehend verstanden ist, ist der Einfluss des G-CSF auf
unterschiedliche Arten und Entwicklungsstufen von Stammzellen Gegenstand rezenter
Forschung. Erst in jiingerer Zeit wurde deutlich, dass G-CSF einen verschiedenartigen
Einfluss auf Stammzellen hat, welchem entscheidende physiologische Rollen zugeordnet
werden konnen (119, 122, 123). Dabei ist bislang noch nicht untersucht worden, welche

Rolle der G-CSF auf frithe hamatopoetische Stammzellen ausiibt.

In dieser Arbeit wurde ein Effekt von G-CSF auf friihe, wenig differenzierte
hamatopoetische Stamm- und Vorlduferzellen untersucht. Als Untersuchungsmodell
wurde eine murine embryonale Stammzellkultur gewdahlt, da in der frithen ES-
Zellentwicklung das Vorhandensein von weiter ausdifferenzierten hamatopoetischen
Zellen weitgehend ausgeschlossen werden kann, was beispielsweise in Zellisolaten aus
dem adulten Knochenmark weit schlechter méglich ware. Das Modell bot weiterhin den
Vorteil einer guten Reproduzierbarkeit, der Moglichkeit der Bildung ausreichend grofder
Zellmengen fiir Untersuchungen auf systemischen Niveau und eine gute Vergleichbarkeit
zu anderen Arbeiten, die dieses etablierte Modell der ES-Zellkultivierung hinsichtlich der

hamatopoetischen Charakterisierung verwendeten.
Nachfolgend aufgefiihrte Ziele und Fragestellungen wurden fiir die Arbeit definiert:

e Konnen die hamatopoetischen Entwicklungsstadien in einer murinen ES-
Zellkultur  durch  systemische  Charakterisierung der differenziellen

hamatopoetischen Gen- und Proteinexpression nachvollzogen werden?

e Kann ein Einfluss von G-CSF auf Regeneration, Differenzierung, Proliferation und
Selbsterneuerung von Stamm- und Vorlauferzellen der frithen hdmatopoetischen
Entwicklung tiber Bestimmung der differenziellen hamatopoetischen Gen- und

Proteinexpression nachgewiesen werden?

e Fiihrt eine Stimulation mit G-CSF zu einer nachweisbar verstarkten Bildung friither

hamatopoetischer Stammzellen?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Labormaterialien und Geréte

Material Bezugsquelle
Einmalfilter (Porendurchmesser 220 nm) Millipore Express
Einmalspritzen (2ml) Becton Dickinson
Eppendorf-Reaktionsgefafie (0,5ml; 1ml; 1,5ml; 2ml) Eppendorf
Erlenmeyer-Kolben Schott

Falcon Rohrchen (15; 50ml) Falcon

Kryobox Falcon
Kryorohrchen (2ml) Nunc

Kiivetten (5ml) Eppendorf

MACS Multi Stand Magnet Miltenyi Biotech
MACS Separation Columns and Tubes Miltenyi Biotech
Messzylinder Schott

Midi MACS Saulenhalterung-Magnet Miltenyi Biotech
Mikrotiterplatte (96-Well) Applied Biosystems
Neubauer-Zahlkammer Assistent
Objekttrager (mit Deckgldsern) Schiitt, Menzel
Petrischalen Falcon

Pipetten (10ul bis 50 ml) Greiner bio-one
Pre-Separation Filter Milteny Biotech
Zellkulturflasche Nunc
Zellkulturschalen (6 und 32 Well) Greiner bio-one
Zellschaber Sarstedt

Gerate Bezugsquelle
Akku-Pipetus Hirschmann
BIO-Photometer Eppendorf
Brutschrank Heraeus
Chemolumineszenz-Detektor BioRad
Feinwaage Scaltec

FACScan : Cytomics FC500 Beckman Coulter
Lichtmikroskop Zeiss

Mixerplatte ("Rocky-Mixerplatte”)
Photometer

Tagman-PCR-Gerat (ABI PRISM™ 7000)
Thermocycler PCR-Express
Tischzentrifuge

Vortex-Gerat

Wasserbad

Werkbank

Zentrifugen

Heraeus Sepatech
Eppendorf

Applied Biosystems
Hybaid

Heraeus

Heidolph

GFL

Gelaire

Eppendorf, Heraeus Sepatech
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2.1.2 Chemikalien und biologisches Material

Reagenzien

Chemikalien Bezugsquelle
5x First Strand Buffer Invitrogen
-Mercaptoethanol Gibco
Chloroform Sigma
Collagenase IV Gibco

SYBR Green Eurogentec
dNTP (Desoxyribonukleotid-Triphosphat) Amersham Biosciences
Dimethylsulfoxid Sigma

DTT (1.4-Dithiothreitol) Invitrogen
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) Gibco
Ethanol Sigma
Ethidiumbromid Sigma
Fetales Kilberserum Gold (FKS Gold) Sigma
Gelatine (Zellkultur getested) Gibco
Glutamin (L-Glutamin) Gibco

Hot Gold Star (DNS Polymerase) Sigma
[sopropanol Sigma
Leukemia Inducible Factor (LIF ESGRO®) Chemikon
Magnesiumchlorid (50mM) Eurogentec
Mitomycin C Medac
Nicht-essentielle Aminosduren (NEA) Gibco
Penicillin/ Streptomycin Gibco
Random Hexamers 50uM 5nmoles AppliedBiosystems
RNase-freies Wasser Gibco/ Invitrogen
RNasin® RNase-Inhibitor Promega
TRIzol® Reagent Invitrogen
Trypanblau Sigma
Trypsin/ EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure) Gibco
Zytokine

Material Bezugsquelle
rekombinantes G-CSF (murin) Peprotec
Antikoérper (FACS)

Antikorper Bezugsquelle

CD 34 PE (Phycoerythrin) rat- anti-mouse

CD 90.2 FITC (Fluoresceinisothiocyanat) rat- anti-mouse
CD 13 (PE) rat-anti-mouse

CD 45 (FITC) rat- anti-mouse

CD 117 (PE) rat- anti-mouse

CD 133 (PE) rat- anti-mouse

CD 135 (PE) rat- anti-mouse

Isokontrolle IgG2 (PE) rat- anti-mouse

BD Bio Science
BD Bio Science
BD Bio Science
BD Bio Science
BD Bio Science
BD Bio Science
BD Bio Science
BD Bio Science
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Isokontrolle IgG2 (FITC) rat- anti-mouse

Antikérper (MACS)
Anti-Scal Micro-Bead Kit (FITC):
e Anti-Scal-FITC antibody (mouse)
e Anti-FITC antibody mit Micro-Beads

Enzyme und Inhibitoren

Enzyme

BD Bio Science

Miltenyi Biotech

Bezugsquelle

Taqg-Polymerase ("Thermus aquaticus - Polymerase)
M-MLV ("Moloney Murine Leukemia Virus’)-
Reverse Transkriptase

Inhibitor

Amersham Biosciences
Invitrogen

Bezugsquelle

Ribonuklease-Inhibitor (RNSguard)

Puffer und Léosungen

Material

Amersham Bioscience

Bezugsquelle

Phosphate Buffered Saline (PBS)

50 x Triacetat-EDTA-Puffer

(2M Tris-HCL (pH 8,0),

1M Essigsaure, 50mM EDTA)
Trypsin/EDTA-L6sung

(mit Verhéltnis PBS zu Trypsin/EDTA: 9 zu 1)
FACScan Clean Stammlosung

RNS-Clean Stammlosung

MACS-Puffer

10X Tagman buffer

murine embryonale Stammzellen und Feederzellen

Zellen

Sigma
Bio-Rad, Sigma

Sigma
Becton Dickinson (BD)
Hybaid

Miltenyi Biotech
Amersham

Bezugsquelle

E14 ES-Zellen

Feederzellen

freundlicherweise zur Verfiigung
gestellt von Herrn Dr. Matthias

Miiller, Med. Klinik II, Lubeck,

(ab 1999 Novartis, Basel)

embryonale Fibroblasten,

Thromb-X, Herestraat 49,
3000 Leuven, Belgien
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Oligonukleotide

Bezug iiber die Firma Metabion International AG, Konzentration der Stocklosung:
100pmol/pl

Bezeichnung Nukleotid

f3-Actin Forward (F) 5’-TGG AAT CCT GTG GCA TCC ATG AAA C-3°
f3-Actin Reverse (R) 5’-TAA AAC GCA GCT CAG TAA CAG TCC G-3°
Cyclin D1F 5’-GGC ACC TGG ATT GTT CTG TT-3"
Cyclin D1 R 5-CAG CTT GCT AGG GAA CTT GG-3°
PU-1F 5-GAG AAC CAC TTC ACA GAG CT-3"
PU-1R 5-TAC AGG CGAATCTTT TTCTT-3’
EpoF 5’-GGA CAC CTA CTT GGT ATT GG-3’
EpoR 5’-GAC GTT GTA GGC TGG AGT CC-3’
FIk1F 5’-ATG CAC GGC ATC TGG GAATC- 3

Flk1 R 5’-GCT ACT GTC CTG CAA GTT GCT GTC-3’
GATA2F 5’-ATG GGT GGA ACA TAC TCT TG-3’
GATA2R 5’-TCT CCA AAC AAA CACTCT CC-3’

HOX B-4 F 5’-TCA CAG AGC GAT TAC CTA CCC AGC-3
HOXB-4R 5’-GGT AGA CGA CGG GCT CTT TGC-3’
LMO2F 5’-GCT ACT TCC TGA AAG CCATC-3’
LMO2 R 5-AGT CTC TCC TGC ACA ATT TC-3’
LMO4 F 5’-AGT CGA TTC CTG CAA GTG AG-3’
LMO0O4 R 5’-TGA CCT CTC AGC AGA CCT TC-3’
GATA-1F 5’-TCA GCA CTG GCC TAC TAC AG-3’
GATA-1R 5" TAA GCA CTG CCG GTG ACA GG-3’
Scl/TAL1F 5-TGC GTT TTA TTC GTT GTA TG-3’
Scl/TAL1R 5’-AAG CAG ATG AAC ACG AGC TA-3

PECAM (CD31) F
PECAM (CD31) F

CD144F
CD144 R

ERGF
ERGR

EGR-1 F
EGR-1 R

FLIF
FLIR

5’-TGC AGG AGT CCT TCT CCA CT-3’
5’-ACG GTT TGATTC CACTTT GC-3°

5-ATT GAG ACA GAC CCC AAA CG-37
5-TTC TGG TTT TCT GGC AGC TT-3’

5-CAG TAG CCG CCT TGC TAATC-3°
5-TGC ACC TTG GTC ATG ATG TT-3"

5’-GAC GAG TTA TCC CAG CCA AA-37
5’-GGC AGA GGA AGA CGA TGA AG-3°

5’-CAA CCA GCC AGT GAG AGT CA-3°
5-GCC GTT CTT CTC ATC CAT GT-3"
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HOX-D3 F 5-GTT ACC TGG AGC CTG AGA GC-3’
HOX-D3 R 5’-GGC TGA TGA GGA GTG CTG TA-3’

Medium und Zusitze fiir die ES-Zellkultur

Standardmedium

Reagenz Volumen/ Konzentration Endkonzentration (in %)

DMEM 400ml 80 %

FKS Gold 100ml 20%

Zusdtze:

Nicht-essentielle Aminosduren (NEA) 100 x Stammlésung 5ml

Penicillin/Streptomycin-Losung S5ml

L-Glutamin (Stammlésung 200 mM) 5ml

B-Mercaptoethanol 0,1mM (Endkonzentration)

LIF 1500 Units/ml (nur fir
Prakultivierung, siehe 2.2.3.1)

Zytokinarray

Proteome Profiler™ Array, Mouse Cytokine Array Panel A (R&D Systems):
Mouse Cytokine Array Panel A
Array Buffer 4
Array Buffer 5
Array Buffer 6
Wash Buffer Concentrate
Antibody Detection Cocktail (Mouse Cytokine Array Panel A)
Streptavidin-HRP
4-Well Rectangular Multi-dish
Transparency Overlay Template2.2 Methoden in der Zellkultur
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2.2 Methoden in der Zellkultur

2.2.1 Arbeiten in der Zellkultur

Samtliche Arbeiten in der Zellkultur wurden unter sterilen Bedingungen unter einer
Werkbank durchgefiihrt. Verwendete Labormaterialien sowie die Werkbank selbst
wurden vor der jeweiligen Verwendung mit 70%igem Ethanol gesdubert. Die
Kultivierung der Zellen in Zellkulturflaschen und Petrischalen erfolgte im Brutschrank

(5% Kohlenstoffdioxid (COz), 95% Luftfeuchtigkeit, 37°C).
2.2.2 Vermehrung und Kryokonservierung der E14 ES-Zellen und der Feederzellen

Die murinen E14 ES-Zellen wurden mit Standardmedium (siehe 2.1.2) unter
Differenzierungshemmung mit dem Leukemia Inhibitory Factor (LIF) in einer
Zellkulturflasche im Brutschrank inkubiert, bis sie zu 80% konfluent waren. Zur Zellernte
wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS gespiilt und anschlieffend mit
Trypsin/EDTA fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur belassen, um die Zellen vom Boden zu
l6sen. Nach Aufnehmen der Zellen in Standardmedium in ein 50ml Falcon-Réhrchen
erfolgte eine Abzentrifugation mit 1000 U/min fiir 5 Minuten. Die Zellen wurden nach
Zahlung in der Neubauer-Zahlkammer erneut abzentrifugiert und mit Einfriermedium

auf eine Konzentration von 1x107 Zellen/ml eingestellt.

Je 1ml Zellsuspension (entsprechend 1x107 Zellen) wurde in Kryordhrchen pipettiert,
welche dann bei -80°C in einer Kryobox eingefroren und anschliefiend in fliissigem
Stickstoff gelagert wurden. Die embryonalen Fibroblasten, die sog. Feederzellen wurden
fiir einige Tage mit Standardmedium in einer Zellkulturflasche im Brutschrank kultiviert.
Vor der Ernte wurden die Zellen mit Mitomycin C (Konzentration: 10pg/ml) fir
2 Stunden behandelt, um eine weitere Proliferation der Zellen, bei erhalten bleibender
Vitalitit, zu unterdriicken. Anschlieflend wurden die Zellen, wie oben fiir die
E14 ES-Zellen beschrieben, gezahlt, in Kryorohrchen aufgeteilt
(Konzentration: 1x10¢ Zellen/ml Standardmedium) und in fliissigem Stickstoff (Nz)

eingefroren.
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2.2.3 Kultivierung der Stammzellen in der Zellkultur

2.2.3.1 Prékultivierung der Zellen

Zunachst wurden die Stammzellen unter einer LIF-vermittelten
Differenzierungsinhibition fiir 3 Tage vermehrt. Hierzu wurde zunachst eine
Zellkulturflasche fir einige Stunden mit 0,1%iger, fliissiger Gelatine vorbehandelt. Nach
Absaugen der Gelatine und vorsichtigem Auftauen der Nz-kryokonservierten
Fibroblasten (Feederzellen) in Standardmedium wurden die Zellen nach
Abzentrifugation bei 1300 U/min mit 15ml Standardmedium resuspendiert, in die

Zellkulturflasche gegeben und im Brutschrank inkubiert.

Ca. 5 Stunden spdter wurden die E14 ES-Zellen auf dieselbe Weise aufgetaut und
ebenfalls in 15ml Standardmedium, nun unter Zugabe von 1500 Units LIF/ml
Standardmedium, auf die adhdrente Fibroblastenschicht in der Zellkulturflasche gegeben.
Die Zellen wurden nun fiir 3-4 Tage im Brutschrank belassen, wobei jeden Tag ein

Mediumwechsel erfolgte (jeweils 15 ml Standardmedium mit LIF).
2.2.3.2 Setzen der Hédngenden Tropfen und weitere Kultivierungsschritte

Nach der Vorkultivierung erfolgte das Ansetzen der Zellen in Hdngenden Tropfen. Nach
Absaugen des Zellmediums (siehe 2.2.3.1) inklusive der nicht adhdrenten Zellen und
Zellbestandteile wurden die Zellen einmal mit 15ml PBS gespiilt. Anschlieféend wurden
die Zellen mit Trypsin/EDTA fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen und
damit vom Boden der Zellflasche abgelost. Die Zellen wurden dann zusammen mit
10ml Standardmedium in ein 50ml Falcon-R6hrchen aufgenommen und 5 Minuten bei
1300 U/min abzentrifugiert. Nach Zahlung der Zellen in der Neubauer-Zihlkammer

wurden sie auf eine Konzentration von 4 x 104 Zellen/ml Standardmedium eingestellt.

Das Setzen der Hdngenden Tropfen wurde dergestalt vollzogen, dass 64-72 Tropfen mit je
20ul Zellsuspension in den Deckel einer Petrischale gesetzt wurden, der Boden der
Petrischale zur Bereitstellung eines feuchten Umgebungsmilieus vollstindig mit PBS
benetzt wurde (ca. 15ml pro Schale) und die Schalen dann fiir 3 Tage in den Brutschrank

gegeben wurden (siehe Abb.5).
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Zeitpunkt Arbeitsschritte
Prakultivierung (Tag 2-3) gemeinsame Prakultivierung der

E14 ES-Zellen auf einer Schicht aus
Feederzellen unter Differenzierungs-
hemmung mit LIF; taglicher
Mediumwechsel;

Tag 1 T oy i g Setzen der Hangenden Tropfen in
Petrischalen; Auftrennung in G-CSF-
Versuchsgruppe und Vergleichsgruppe;

Tag 3 e e erster Messtag; die verbleibenden
¢ Zellen werden mit Standardmedium in
unbeschichtete Petrischalen plattiert;

Tag 6

I Y —— | zweiter Messtag; die verbleibenden

Zellen werden mit Standardmedium in
mit Gelatine vorbehandelte 6-Well
Platten Gberfihrt;

Tag 6+5 M weiterer Messzeitpunkt;

Mediumwechsel alle 48 Stunden;

Abb. 5: Zeitliche Ubersicht (iber die jeweils anfallenden Arbeitsschritte bei der Kultivierung der
ES-Zellen. Die Abbildungen zeigen die Kultivierung der ES-Zellen in Petrischalen. An Tag 1 wurden
die ES-Zellen als Hdngende Tropfen in Zellmedium gesetzt und mit PBS am Boden der Schale
befeuchtet (blau). Bis Tag 3 bildeten sich EBs in den Hdngenden Tropfen aus, welche dann
geerntet wurden oder mit Zellmedium in neue Petrischalen Uberfiihrt wurden. An Tag 6 werden
die Zellen wiederrum geerntet oder in mit Gelatine vorbehandelte 6-Well Platten Gberfiihrt und
bis Tag 6+5 weitergeziichtet [Abbildung modifiziert nach Fiedler (29)].

An Tag 3 wurden die Zellen nun erstmals geerntet, wobei die restlichen Zellen in neue
Petrischalen iiberfiihrt und weitergeziichtet wurden. Die Tropfen wurden dazu mit
Zellsuspension aus dem Deckel der Petrischale mit 15ml Standardmedium abgewaschen
und in einer neuen Petrischale aufgefangen. Die Zellen wurden dann fiir 3 weitere Tage

inkubiert.

An Tag 6 erfolgte die Uberfithrung in 6-Well Platten, die zuvor fiir 24 Stunden mit
0,1%iger Gelatine vorbehandelt wurden. Pro Well wurden 3ml Standardmedium und ca.

5-8 der nun sichtbaren Zellaggregate, den sog. Embryoid Bodies (EBs), aus den
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Petrischalen eingesetzt. Die Zellen wurden anschlief}end unter Mediumwechsel alle 2
Tage fiir insgesamt 5 Tage weiter kultiviert (Tag 6+5%). Eine Weiterbeobachtung der
Zellen unter Mediumwechsel fand zudem zu Zwecken der Kontrolle der erfolgreichen

Bildung von mesodermalen Gewebezellen wie Blutzellen und Muskulatur statt.
2.2.3.3 Zellernte

Die Zellernte fand an den Tagen 3, 6 und 6+5 statt (vgl. Abb. 5). Die Ernte der Versuchs-
und Kontrollgruppe erfolgte simultan. Die Zellen wurden zunachst in 50ml
Falcon-Rohrchen tiberfiihrt, 10 Minuten mit 1400 U/min abzentrifugiert und folgend mit
CollagenaselV-PBS-Losung (Konzentration: 10pg/ml)  voneinander gelost. Um sie
voneinander zu losen, wurden die Zellen fiir mindestens eine Stunde in einem 37°C
Wasserbad inkubiert und alle 10 Minuten mit einer Pipette vorsichtig resuspendiert. Nun
wurden die Zellen liber einen Zellfilter gegeben (Porengrofie 0,2um), 10 Minuten bei
1400 U/min abzentrifugiert, in 1ml PBS gelost und in der Neubauer-Zdhlkammer
gezahlt. Anschliefend wurden die Zellen entweder fiir eine FACS-Messung (siehe 2.2.5),
eine magnetische Auftrennung nach Scal-Oberflachenprotein (siehe 2.2.4) oder eine
Proteinaufreinigung und einen anschlief}enden Array direkt weiterverwendet (siehe
2.2.7), bzw. fir eine spatere PCR-Messung (siehe 2.2.6) eingefroren. Hierzu wurden die
Zellen noch einmal mit PBS gespiilt, 10 Minuten bei 1400 U/min abzentrifugiert und das

Pellet in einem 15ml Falcon-Rohrchen in den -80°C Kiihlschrank verbracht.
2.2.3.4 Stimulation mit Granulozyten-Kolonien-stimulierender Faktor

Die Versuchsgruppe wurde ab dem Setzen der Hdngenden Tropfen (Tag 1, vgl. Abb.5)
durchgehend mit G-CSF stimuliert. Hierzu wurde der G-CSF in der Konzentration
50ng G-CSF/ml Standardmedium jeweils dem Standardmedium zugegeben. Die G-CSF
Konzentration wurde entsprechend den am haufigsten in der Literatur beschriebenen

Stimulationsschemata verwendet (17).

t Die Bezeichnung Tag 6+5 fiir Tag 11 der Embryonalentwicklung in der in-vitro Kultivierung
embryonaler Stammzellen hat historische Griinde. In fritheren Experimenten war Tag 6 der
Entwicklung haufig der erste Messzeitpunkt. Zudem wurden, wie gleichfalls in der vorliegenden Arbeit,
an Tag 6 die erfolgreich geziichteten, sichtbaren EBs aus der Kultur entnommen und nur diese
weitergeziichtet.
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2.2.4 Zellbiologische Methoden: Auftrennung mit MACS Micro-Beads

Die in der Zellkultur geernteten und mit Collagenase IV voneinander geldsten Zellen
(siehe 2.2.1) wurden fiir einige Versuche (siehe 3.2 und 3.3) an einer magnetischen Saule
mit dem sog. MACS-Verfahren (MACS®-Technologie der Firma Milteny Biotech) spezifisch
aufgetrennt. Hierbei wurden Antikorper gegen ein Oberflaichenprotein von Stammzellen,
in diesem Fall Scal (stem cell antigen 1), mit den Zellen inkubiert. Die Antikorper, die mit
einem FITC-Rest konjugiert sind, wurden mit einem sekundaren Antikorper, der gegen
den FITC-Rest des primaren Antikorpers gerichtet ist, wiederrum inkubiert. Der
sekundare Antikorper ist dabei mit einer kleinen Magneteinheit, einem sog. Micro-Bead,
gekoppelt. Die Zellen wurden nach Inkubation mit dem primaren und sekundaren
Antikorper lber einer Sdule in einem starken Magnetfeld aufgetrennt. Folglich
resultierten zwei voneinander getrennte Zellpopulationen, eine Scal-positive
Zellpopulation und eine Scal-negative Zellpopulation. Die Aufarbeitung war im Detail wie

folgt.

Zunachst wurden die Zellen auf eine Konzentration von 1x107 Zellen auf
40ul MACS-Puffer eingestellt und mit je 10ul Anti-Scal-FITC Antikérpern pro 40ul
Probenvolumen fiir 10 Minuten bei 4-8°C inkubiertt. Den Proben wurden anschlief3end
30ul MACS-Puffer und 20ul Anti-FITC-Micro-Beads zugegeben. Nach der Inkubation von
15 Minuten bei 4-8°C wurden 600ul MACS-Puffer zugegeben, die Proben mit 1400 U/min
fir 10 Minuten abzentrifugiert und der Uberstand mit der Pipette abgenommen. Die
Proben wurden in 500ul MACS-Puffer resuspendiert und konnten fiir die folgende

Auftrennung verwendet werden.

Die Vorrichtung fiir die Auftrennung bestand aus einem starken Magneten (MACS® Multi
Stand), der daran angebrachten Halterung fiir die Sdule (Midi MACS® Saulenhalterung)
und einer spritzenformigen Saule (MACS® Separation Columns und Tubes), welche in der
Halterung eingeklemmt wurde. Die Sdule wurde nun zwei Mal mit 500ul MACS-Puffer
gewaschen, die Probe in die Sdule gegeben und die Saule nach Durchlaufen der Probe mit
weiteren 1,5ml MACS-Puffer durchgespiilt. Der gesamte Durchfluss wurde in einem
Gefafd unter der Sdule aufgefangen (sog. Negativfraktion). Anschlieféend wurde die Saule
vom Magneten entfernt, 500ul MACS-Puffer aufgegeben und der Sdulenstempel durch die

Saule gedriickt. Hierbei wurde die sog. Positivfraktion aus dem Stempel ausgewaschen.

¥ die in 2.2.4 angegebenen Mengenangaben beziehen sich auf ein Ausgangsvolumen von 40l
Zellsuspension mit 1x107 Zellen; die Mengen wurden je nach Zellzahl linear adaptiert;
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Beide Fraktionen wurden anschlief3end entweder einer FACS-Messung zugefiihrt (siehe

2.2.3) oder fiir eine RNS-Praparation (siehe 2.2.6.1) verwendet.

2.2.5 Zellbiologische Methoden: FACS

2.2.5.1 Prinzip der FACS-Technologie

Die Fluorescence activated cell sorting-Technologie (FACS) ermoglicht verschiedene,
oberflachliche Zelleigenschaften in einem hohen Tempo (bis 2000 einzelner Zellen pro
Sekunde) zu messen und die Zellen damit hinsichtlich ihres oberflachlichen
Proteinexpressions-Schemas zu charakterisieren. Die Zellen werden dabei
(Durchfiihrung und Vorbereitung siehe 2.2.5.2) im FACS-Gerédt in einer Mikrokapillare
angesaugt, welche dann eine Sensoreinheit durchlauft. Dort wird ein Laserstrahl auf die
Zellen, die in der Kapillare einzeln hintereinander liegen, gerichtet. Die von den Zellen
gebrochene Emission des Laserstrahls wird von einem Detektor (Photomultiplier) der

Sensoreinheit registriert.

Die Emission wird dabei vom Gerdt in zwei Komponenten eingeteilt, das
Vorwartsstreulicht (Forward Scatter) und das Seitwartsstreulicht (Sideward Scatter). Das
Vorwartsstreulicht beschreibt die Beugung des Laserlichtes in flachem Strahl tiber die
Zelle und ist damit ein Maf? fiir das Zellvolumen. Das Seitwartsstreulicht beschreibt die
Brechung des Lichtes im rechten Winkel zur Zelle und ist ein Maf? fiir die Granularitat der
Zelle, welche u.a. von der Grofe und Struktur des Zellkerns sowie der Anzahl und
Beschaffenheit der Vesikel und Granula abhangig ist. Die typische graphische Darstellung
erfolgt im sog. dot-plot-Diagramm (siehe Abb.6), wobei x-undy-Achse dem
Forward Scatter und dem Sideward Scatter entsprechen und jeder Punkt einer

gemessenen Zelle entspricht (148).

Die FACS-Technologie bietet die Moglichkeit, an Zellen gebundene und mit
Fluoreszenz-Farbstoff gekoppelte Antikérper (z.B. PE, FITC) zu messen. Am
gebrduchlisten ist die Methode, um verschiedene Oberflachenmarker von Zellen, sog.
cluster of differentiation (CD) zu markieren und damit den Anteil der Zellen mit einem

bestimmten CD an der Gesamtzellzahl zu ermitteln (vgl. 2.2.5.2).
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Abb. 6: Abb. 6A zeigt die durch das FACS-Gerat bestimmte GroRe (x-Achse) und Granularitat
(y-Achse) der Zellen gegeneinander aufgetragen. Ein Punkt entspricht einer gemessenen Zelle.
Durch die Auswahl eines gates (hier dargestellt als schwarzes Hexagon in Abb. 6A) werden nur
Zellen mit dhnlicher GroBe und Granularitdt in die Auswertung einbezogen (hier 95,8 % der
gemessenen Zellen). Dies ermdglicht die Auswahl einer homogenen Zellpopulation und eine
Reduktion von Artefakten. Abb. 6B zeigt eine Messung mit CD117-PE Antikbpern. Ab einer
definierten Fluoreszenzschwelle (horizontale Linie) werden die einzeln gemessenen Zellen als fiir
den Oberflaichenmarker positiv registriert.

2.2.5.2 Durchfiihrung

Nach der Zellernte (siehe 2.2.3.3) wurden die Zellen auf eine Konzentration von
1x106 Zellen/500ul PBS  pro Ansatz eingestellt und die murinen Antikérper
hinzupipettiert (vgl. Tabelle 2). Folgende Ansatze wurden mit den jeweiligen Antikorpern
in lichtverdunkelten, auf Eis stehenden 1,5ml Eppendorf-Gefiafden angesetzt (jeweils fiir

die Versuchs- und Kontrollgruppe):

Antikorper Volumen Konzentration

I[sotypenkontrolle IgG2-PE 5ul Stocklésung 0,5mg/ml
I[sotypenkontrolle IgG2-FITC 2ul Stocklosung 0,5mg/ml
CD34-,CD13-,CD117-,CD133-,CD135-PE 5pl Stocklésung 0,5mg/ml

CD90-, CD45-FITC 2ul Stocklosung 0,5mg/ml
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Dabei wurden die beiden Isotypenkontrollen IgG2-PE und -FITC, CD34 zusammen mit
CD90 und CD45 zusammen mit CD13 in jeweils einem Ansatz zusammengefiihrt. Nach
einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei 4°C in Dunkelheit wurden die Ansdtze mit
3000 U/min fiir 10 Minuten abzentrifugiert. Die Zellen wurden in 1ml PBS resuspendiert
und wiederrum mit 3000 U/min fiir 10 Minuten abzentrifugiert. Der Waschschritt wurde
zweimal wiederholt. Fiir die FACS-Messung wurden die Proben nach Abzentrifugation in
500ul FACScan Clean Stammlésung in einer FACS-Kivette resuspendiert und unmittelbar
anschliefRend im FACS-Gerdat gemessen. Die Analyse der Ergebnisse erfolgt mit dem

Programm CellQuest® der Firma Becton Dickinson.
2.2.6 Molekularbiologische Methoden: quantitative Real Time-PCR
2.2.6.1 Uberblick

Zur Messung der quantitativen Genexpression der Zellen wurde die Methode der
Reverse-Transkriptase-Reaktion von mRNS (messenger RNS) mit anschlief3ender
Real Time-Polymerasen Kettenreaktion (RT-PCRS; siehe 2.2.6.3) angewendet. Aus der
aus den Zellen isolierten RNS wurde in einem ersten Schritt mit der
Reverse-Transkriptase-Reaktion stabilere komplementar-DNS (cDNS, einstrangig)
erstellt, wobei hierbei die mRNS transkribiert wurde. Im zweiten Schritt erfolgte dann in
der Real Time-PCR die quantitative Messung der Expression der zu untersuchenden
Gene. Die Arbeiten zur PCR wurden unter sterilen Bedingungen ausgefiihrt, verwendete
Materialien zuvor autoklaviert und die Arbeitsflichen mit 70%-igem Ethanol gereinigt.

Bei den Arbeitsschritten wurden die Proben stets mit Eis kiihl gehalten.
2.2.6.2 Funktionsweise der PCR

Die Polymerasen Kettenreaktion (PCR) ist ein giangiges molekularbiologisches Verfahren
zum Nachweis und zur Quantifizierung der Expression von Genen. Die PCR besteht

prinzipiell aus drei wesentlichen Schritten:

1. Denaturierung: Bei 94-96°C wird die doppelstrangige DNS (dsDNS) durch
Aufbrechen der Wasserstoffbriickenbindungen in zwei einzelne Strange

getrennt. Dieser Schritt wird auch bei Vorliegen primar einzelstrangiger DNS

§ Die Abkiirzung RT-PCR wird in dieser Arbeit fiir die Real Time-PCR verwendet und nicht, wie auch
moglich, fiir die Bezeichnung Reverse-Transkriptas-PCR;
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(ssDNS) angewendet, um unspezifische Bindungen und ein freies,
einzelstrangiges Vorliegen der Primer™ zu gewdahrleisten.

2. Primerhybridisierung: Bei einer nun niedrigeren Reaktionstemperatur (z.B.
55°C) lagern sich die Primer an die DNS an, was als Primer-Annealing
bezeichnet wird.

3. Elongation (Amplifikation): Hier erfolgt die Synthese des jeweiligen
Komplementarstrangs der DNS. Die im Reaktionsgemisch vorliegende
DNS-abhdngige DNS-Polymerase, welche den Einbau der komplementiren
DNS-Basen bewerkstelligt, benotigt die Primer als Starthilfe. Sie dockt am
Primer an und synthetisiert den Doppelstrang der DNS in Richtung 5°-Ende
des Einzelstrangs. Der Vorgang findet bei einer von der DNS-Polymerase

abhdngigen Temperatur statt, z.B. 72°C.

Der Zyklus findet in der Regel 25-40 Mal statt, wobei der zu vervielfiltigende
Genabschnitt exponentiell vermehrt wird. In der ersten Phase (exponentielle Phase) lauft
die PCR-Reaktion dabei unter reichlichem Vorhandensein aller notwendigen Bestandteile
im PCR-Reaktionsgemisch hoch spezifisch ab, so dass anndhernd eine Verdopplung der
DNS-Abschnitte pro Zyklus erreicht wird. In der anschliefdenden linearen Phase sind nicht
mehr alle Komponenten der Reaktionslosung ausreichend vorhanden, so dass sich die
Reaktion verlangsamt. In der letzten Phase, der Plateauphase, findet wegen des

Verbrauchs der Bestandteile keine Reaktion mehr statt (vgl. 2.2.6.3, Abb. 7) (149).
2.2.6.3 Funktionsweise der Tagman®-Real Time-PCR

Die RT-PCR ermoglicht es, die Quantifizierung der Menge an synthetisierter DNS
wahrend den jeweiligen PCR-Zyklen vorzunehmen. Die Quantifizierung erfolgt durch
Fluoreszenzmessung, wobei die Stirke der Fluoreszenz proportional zu den spezifisch
amplifizierten =~ DNS Abschnitten zunimmt. Fiir die von wuns durchgefiihrte
Tagman®-RT-PCR wurde SYBR-Green als Fluoreszenzfarbstoff verwendet. Bei der
spezifischen Bindung an doppelstrangige DNS wird der Farbstoff aktiviert und der
resultierende DNS-SYBR-Green Komplex sendet ein Fluoreszenzsignal aus. Die
Fluoreszenz der einzelnen Proben wird wahrend der PCR im Tagman-Gerat mit einer

Kamera gemessen. Die Messung der Fluoreszenzzunahme wahrend der exponentiellen

ok

Primer stellen kurze DNS-Abschnitt von in der Regel 15-20 Basenpaaren dar, die den zu
vervielfaltigenden Bereich des gewiinschten Gens auf der DNS auf je einer Seite, dem 3"-Ende oder dem
5’-Ende, begrenzen. Fiir einen zu untersuchenden Genabschnitt miissen entsprechend zwei Primer
verwendet werden (vgl. 2.1.2).
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Phase der PCR ermdoglicht quantitative Aussagen liber das Mafd der vorhandenen cDNS
und damit der urspriinglich vorhandenen mRNS. Tritt die Fluoreszenz erstmals iiber das
Mafd der Hintergrundfluoreszenz hinaus (Threshold), wird der Wert als Cr-Wert
bezeichnet und gibt an, bei welcher Anzahl an Zyklen dies der Fall war (vgl. Abb. 7). Ein
niedriger Cr -Wert bedeutet ein vergleichsweise hohes Level an Kopien eines Gens zu
Anfang der Reaktion in der Probe und, umgekehrt, ein hoher Cr-Wert ein niedrigeres

Level an Kopien eines Gens zu Anfang der Reaktion in der Probe.
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Abb. 7: Schematische Darstellung des Ablaufs einer RT-PCR. Aufgetragen sind die Parameter
Anzahl an PCR Zyklen (x-Achse) und Anzahl der Gen-Kopien (y-Achse). Ist keine cDNS des zu
untersuchenden Gens enthalten, tritt die Fluoreszenz nicht Uber das MalR der
Hintergrundfluoreszenz hinaus ('kein Template’). Ist entsprechende cDNS vorhanden ('Probe’)
bezeichnet der C; —Wert den Anzahl der PCR Zyklen, bei welchem die Fluoreszenz erstmals Uber
die Hintergrundfluoreszenz hinausgeht (‘Threshold”). Nach Ablauf der PCR unter optimalen
Reaktionsbedingungen ('Exponentialphase’) tritt eine Verlangsamung und Anhalten der Reaktion
durch Verbrauch der einzelnen Bestandteile ein ('Plateauphase’).

2.2.6.4 Berechnung des relativen Genexpressions-Niveaus

Aus dem Cr -Wert kann keine absolute Zahl an Kopien errechnet werden, sondern die
Anzahl an Zyklen bei Erreichen der Fluoreszenzschwelle wird auf ein in allen Zellen
ubiquitdr exprimiertes Gen, ein sog. housekeeping gene, bezogen, in unserem Fall 3-Actin.
Aus den Cr-Werten fiir zwei Proben (z.B. Versuchs- und Kontrollgruppe mit den
dazugehorigen Cr —~Werten fiir -Actin) kann der relative Expressionsunterschied fiir das

entsprechende Gen, ausgedriickt in der sog. Ratio berechnet werden (145). Die Ratio,
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dargelegt fiir die Hochregulation des interessierenden Gens (Gl, ‘gene of interest’) der
Versuchsgruppe im Vergleich zum GI der Kontrollgruppe, wird nach folgender Formel
berechnet:

. -[(Criy) = Crvy) - (Criz) — Crvay)]
Ratlo(Hc.)chregulation) =

Cri1): Cr—Wert des Gl, Versuchsgruppe
Crv1): Cr—Wert B-Actin bezogen auf das Gl der Versuchsgruppe
Criz): Cr—Wert des Gl, Kontrollgruppe

Crivar: Cr —Wert B-Actin bezogen auf das Gl der Kontrollgruppe

Die Ratio, berechnet fiir die Runterregulation des GI der Versuchsgruppe im Vergleich

zum GI der Kontrollgruppe wird berechnet durch:

. -[(Cr2) = Crivz) - (Crin) — Crvn)]
Ratlo(Runterregulation) =

2.2.6.5 RNS-Praparation

Die bei -80°C gelagerten Proben (siehe 2.2.3.3) wurden auf Eis aufgetaut und mit je 2ml
TRIzol® resuspendiert. Die Proben wurden zur Phasentrennung mit je 400ul Chloroform
versetzt und mit 14.000 U/min fiir 15 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Nur die obere,
wassrige Phase wurde zur weiteren Verarbeitung in ein neues 2ml Eppendorf-Gefafd
gegeben, wobei genau darauf geachtet wurde, dass keine Bestandteile der anderen Phase
(DNS, Phenol-Reste, etc.) mit aufgenommen wurden. Die Proben wurden anschliefdend
mit je 1ml Isopropanol zum Ausfallen versehen, vorsichtig 10mal gegen den Deckel zum
Mischen invertiert, bei Raumtemperatur fiir 10 Minuten stehen gelassen und
anschliefend mit 14.000 U/min fiir 30 Minuten bei 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde vorsichtig dekantiert, mit 1ml 70%igem Ethanol gewaschen und fiir 5 Minuten mit
14.000 U/min zentrifugiert. Die Proben wurden erneut abgekippt, wobei nun das Pellet
sichtbar wurde. Nachdem die Proben bei Raumluft getrocknet waren (ca. 5 Minuten)
wurde das jeweilige Pellet mit 20ul RNase-freiem Wasser resuspendiert. Die
Probenkonzentration und die Probenreinheit wurden spektralphotometrisch gemessen,
die Proben anschliefend wieder bei -80°C eingefroren oder unmittelbar

weiterverarbeitet.
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Prinzip der spektralphotometrischen Messung:

Die spektralphotometrische Probenmessung wurde in einer Verdiinnung von 1:50
vorgenommen, wobei 2pul der Probe mit 98ul Diluent (Tris/HCL 10mM) vermischt
wurden. Nukleinsduren haben bei einer Wellenlange von 260nm ihr
Absorptionsmaximum, wahrend z.B. Proteine ein Absorptionsmaximum bei einer
Wellenldnge von 280 nm haben. Die Konzentration der Nukleinsduren wurde gemessen,
wobei eine Extinktion von 1 bei 260nm Wellenldnge einer Konzentration von
40 pg einzelstringiger Nukleinsduren/ml Probe entsprach. Verunreinigungen der Probe
kamen generell betrachtet durch die Reagenzien und durch Zellproteine zustande. Das
Mafd fiir die Reinheit der Probe ergab sich aus dem Verhdltnis der
Extinktionz6onm wellenlinge/ EXtinktionzgomm wellenlinge, Wobei ausschliefdlich Proben mit
einem Verhaltnis zwischen 1,8 und 2,0 als rein betrachtet wurden. Sdmtliche Proben, die

nicht diese Reinheit erreichten wurden verworfen.
2.2.6.6 Reverse-Transkriptase Reaktion

Nach der RNS-Praparation der Proben (siehe 2.2.6.1) erfolgte die Erstellung der
einstrangigen cDNS aus der mRNS mit der Methode der Reversen-Transkriptase-
Reaktion. Die Proben, die wahrend der Arbeitsschritte auf Eis kiihl stehen, wurden mit
RNase-freiem H,0 auf eine Konzentration von 1ug Nukleinsdure/10ul H20 verdiinnt und
je 30ul einer Probe in ein fiir den PCR-Cycler geeignetes 0,5ml Eppendorf-Gefafd
tiberfiihrt. Zur Denaturierung der Nukleinsduren erfolgte der erste Inkubationsschritt im
PCR-Cycler fiir 5 Minuten bei 65°C. Die Proben wurden anschlieféend wieder auf Eis
gestellt und mit jeweils 30ul Mastermix fiir die reverse Transkription (siehe unten)
vermischt. Die Proben wurden nun im PCR-Cycler fiir 1 Stunde bei 37°C zur Synthese
sowie sofort anschliefiend fiir 5 Minuten bei 95°C inkubiert. Die Proben wurden wieder

auf Eis abgekiihlt und in der folgenden Tagman-RT-PCR verarbeitet.

Mastermix Reverse Transkription (Volumenangabe fiir ein Ausgangsvolumen von 30pl
Probensuspension mit 3pug Nukleinsaure):

12ul 5xPuffer (5x First Strand Buffer)

3ul RNS-Guard (RNasin® RNase-Inhibitor)

3ul dNTPs

3ul pd(Ne)Primer (Random Hexamers 50uM 5nmoles)

6ul DTT (0,1M DTT)

3ul reverse Transkriptase (M-MLV Reverse Transcriptase)
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2.2.6.7 Durchfiihrung der Tagman-PCR

Die verschiedenen Primer fiir die Tagman-PCR sind in 2.1.2 aufgefiihrt und wurden mit
Unterstitzung des Computerprogrammes Primer 3® (Whitehead Institute Biomedical
Research) errechnet. Fiir die Auswahl der Primer waren folgende Parameter

entscheidend:

e Lange der Primer liegt zwischen 20 und 30 Basenpaaren;

e Schmelztemperatur und die damit zusammenhdngende Annealing-Temperatur
sind fiir beide Primer moglichst identisch;

e Die berechnete Annealingtemperatur [(Ta=4x (G+C) +2x (A+T) - 2) (125) mit
Ta: Annealingtemperatur, G: Guanosin, C: Cytosin, A: Actin, T: Thymidin] sollte
unterhalb der optimalen Synthesetemperatur der DNS liegen (72°C);

e Die zu generierenden DNS-Abschnitte sind maximal 700 Basenpaare lang;

Die PCR wurde im Tagman®-PCR-Gerdt (ABI Prism® 7000 Detection System)
durchgefiihrt. Die Proben wurden in 96-Well Platten pipettiert, wobei alle zu
bestimmenden Proben jeweils in doppelten Ansitzen gemessen wurden. Der

Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

2,5ul Probe

2,5ul 10xTagman buffer

1,75ul MgClz (50mM)

1ul dNTP Mix (5mM)

0,75ul diluted SYBR Green

0,125ul Hot Gold Star (DNS-Polymerase)
2,5ul Primer Forward (10mM)

2,5ul Primer Reverse (10mM)

12,5ul H-0

Folgende Temperatur-Schritte zur Durchfiihrung der PCR wurden im ABI PRISM™ 7000

zur automatischen Abfolge programmiert:

1. 50°C fiir 2 Minuten (RealTime-Reaktion, einmalig);

2. 95°C fiir 10 Minuten (fiir die Aktivierung der hotstart-Polymerase, einmalig);

3. 15 Sekunden bei 95°C (Denaturierung) gefolgt von 60 Sekunden bei 60°C
(Annealing und Elongation); 40 Zyklen;
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Die in der Durchfiihrung genannten Schritte (2.2.6.5-2.2.6.7) wurden fiir jeden Erntetag
in voneinander getrennten Versuchsansatzen doppelt durchgefiihrt. Aus dem Mittelwert

wurde dann die Berechnung des Genexpressionsniveaus durchgefiihrt (2.2.6.4).
2.2.7 Biochemische Methoden: Zytokinarray
2.2.7.1 Prinzip der Proteinaufbereitung und Bestimmung

Zur Messung der relativen Zytokinexpression wurde der Zytokinarray ‘Proteome
Profiler™, Mouse Cytokine Array Panel A" (R&D Systems) verwendet. Der Array besteht
aus einer Nitrozellulose-Membran, in welcher Fangantikérper (sog. capture antibodies),
die die jeweiligen Zytokin-Antikorper-Komplexe spezifisch binden, aufgebracht sind. Die
zu untersuchenden Proben wurden in verschiedenen Schritten verdiinnt und mit einem
Mix aus biotinylierten Detektier-Antikorpern (sog. detection antibodies) inkubiert.
Folgend wurden die Zytokin-Detektier-Antikorper-Komplexe mit den spezifischen
Fangantikorpern auf der Arraymembran spezifisch fiir das jeweilige Zytokin gebunden.
Nach einem Waschschritt zur Entfernung nicht gebundenen Materials wurden
Streptavidin-HRP  (HRP: Horseradish  peroxidase) und chemoluminiszierendes
Detektionsreagenz aufgegeben, so dass auf jedem Zytokinspot Licht, proportional zur

Menge gebundenen Zytokins, produziert wurde.
2.2.7.2 Durchfiihrung

Die Proben wurden nach der Ernte (siehe 2.2.3.3) kurz in fliissigem Stickstoff
kryokonserviert und bis zur Aufbereitung bei -80°C eingefroren. Zur Proteinbestimmung
aus den Proben wurden 500yl Array Buffer 4, 980ul Array Buffer 5 und 15pl des
Antikoper-Cocktails (Antibody Detection Cocktail) den Proben zugegeben und das
Gemisch eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Parallel wurden jeweils 2ml
Array Buffer 6 und jeweils eine Arraymembran in je ein Well der 4-Well-Platten (4-Well
Rectangular Multi-dish) gegeben und eine Stunde auf einer Rocky-Mixerplatte inkubiert.
AnschliefRend wurde der Puffer von den Wells abgesaugt, der Proben-Antikérper-Mix auf
die Arraymembran aufgegeben und das Ganze auf einer Rocky-Mixerplatte iiber eine
Nacht im Kiihlraum inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Arraymembranen zunachst
in je eine Petrischale mit 20ml Waschpuffer gegeben, 20 Minuten auf einer Rocky-
Mixerplatte bei Raumtemperatur belassen und der Waschpuffer anschliefdend abgesaugt.
Dieser Waschschritt wurde insgesamt dreimal hintereinander ausgefiihrt, wobei jeweils

neue 4-Well-Platten verwendet wurden. In jedes Well wurde dann
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1,5ml Streptavidin-HRP, welches zuvor 1:2000 mit Array Buffer 5 verdiinnt wurde,
gegeben. Die Arraymembranen wurden nach dem Waschen abgetropft, seitlich auf Papier
abgesaugt, in die Wells mit Streptavidin-HRP gegeben und fiir 30 Minuten auf einer
Mixerplatte inkubiert. Anschlieffend wurde der Waschschritt wiederrum drei Mal
durchgefiihrt. Die Arraymembranen wurden nun im Biorad Chemolumineszenz-Detektor

gemessen.

2.2.8 Statistik

Fir die Analyse der FACS-Daten wurden der Mittelwert und die Standardabweichung
berechnet und zur statistischen Auswertung der nicht-parametrische Wilcoxon
Rangsummentest (Mann-Whitney U-Test) zum Vergleich zweier voneinander
unabhdngiger Gruppen durchgefiihrt. P-Werte kleiner 0,05 wurden als statistisch

signifikant angesehen.

Fir die PCR-Daten wurde der Mittelwert aus der berechneten Ratio der einzelnen
Versuche, welche wiederrum in 2-3 Einzelmessungen bestimmt wurden, gebildet (siehe
2.2.6.4). Die Ratio ist ein Mafd fiir den relativen Genexpressionsunterschied zweier
Gruppen, wobei die Berechnung auf der ACr- Kalkulationsmethode (144, 145) basiert.
Fir die statistische Auswertung wurde der nicht-parametrische Wilcoxon
Rangsummentest verwendet, wobei die ACt-Werte aus den einzelnen Messreihen fiir die
beiden voneinander unabhéngigen Gruppen verglichen wurden (145). P-Werte kleiner
0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen. Es erfolgte zudem die Berechnung der
Standardabweichung der Ratio. Die Berechnungen erfolgten mit SPSS 20 (IBM SPSS
Statistics, New York, USA), GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, La Jolla, USA) und
Microsoft Excel 2010 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA).
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3 Ergebnisse

3.1 Regulation hamatopoetischer Gene unter G-CSF-Stimulation

Fir die hamatopoetische Entwicklung und Funktion von Stammzellen sind zahlreiche
entscheidende Gene identifiziert, die auf Proliferation, Differenzierung, Selbsterneuerung
und Regeneration von Stammzellen Einfluss nehmen [siehe 1.5 und Tabellen I und II
(Anhang)]. Um einen Einfluss des zu untersuchenden G-CSF auf Gene der Hamatopoese
und Stammzellentwicklung festzustellen, stellt die quantitative Genexpressionsanalyse
anhand einer RT-PCR (vgl. 2.2.6) eine geeignete und sensitive Methode dar. Wie in
Abschnitt 2.2.6.4 beschrieben, werden die Ergebnisse der RT-PCR in einer Ratio
angegeben, wobei die Ratio ein Mafd fiir das Verhaltnis der Genexpression zweier
verschiedener Versuchsansatze ist, in unserem Fall das Verhaltnis der Genregulation der
G-CSF-stimulierten Versuchsgruppe zur Kontrollgruppe (Ratio der Hochregulation) bzw.
das Verhaltnis von Kontrollgruppe zu Versuchsgruppe (Ratio der Runterregulation). Fiir
die Zusammenfassung und graphische Darstellung der gemessenen Genregulation wurde
eine Zuordnung der Ratio eines Gens (Mittelwert) zu einer definierten Maf3zahl fiir die

Hoch- bzw. Runterregulation vorgenommen (siehe Tabelle 1) (115).

Tabelle 1: Zuordnung der aus der Real Time-PCR berechneten Ratio (siehe 2.2.6.4) eines Gens zu
einer definierten Malizahl fir das Verhaltnis der Genregulation von G-CSF-stimulierter
Versuchsgruppe zur Kontrollgruppe:

Ratio des betreffenden Gens zugeordnete MaRzahl
Hochregulation:

2,0-3,5 1

3,51-5,0 2

25,01 3

Runterregulation:
2,0-3,5 -1
3,51-5 -2
>5,01 -3
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3.2.1 Real Time-PCR des Gesamtpools der EBs

Folgend werden die Ergebnisse der RT-PCR, welche mit dem Gesamtpool der geernteten
Zellen an den Tagen 3, 6 und 6+5 angefertigt wurden, dargestellt (vgl. 2.2.6). Fiir die
einzelnen Gene wurde der Mittelwert der Ratio aus den einzelnen Versuchen mit
Standardabweichung berechnet und der entsprechenden Maf3zahl (siehe Tabelle 1)
zugeordnet. Samtliche Ergebnisse mit Ratio der einzelnen Gene uber die Messtage,
Mittelwerten, Standardabweichungen und P-Werten (vgl. 2.2.8) sind in Tabelle III (7.3.1,
Anhang) aufgefiihrt.

3.2.1.1 Verlauf der Regulation liber 3 Messtage

Die Abbildungen 8-10 zeigen eine Zusammenfassung der Genregulation aus vier jeweils
voneinander unabhangigen Versuchen fiir Tag 3 (Abb. 8), Tag 6 (Abb. 9) und Tag 6+5
(Abb. 10) der EB-Entwicklung fiir den Gesamtpool der geernteten Zellen, dargestellt
anhand der Maf3zahlen der Hoch- und Runterregulation (Tabelle 1).

An Tag 3 der EB-Entwicklung lasst sich in der G-CSF-stimulierten Gruppe eine
Hochregulation verschiedener Gene und Transkriptionsfaktoren der hamatopoetischen
und endothelialen Entwicklung im Vergleich zur Kontrollgruppe feststellen, darunter
Flk1, Pu.l, HoxB4, Gata2, TAL1 oder PECAM. Beachtenswerter Weise ist das Gen
Cyclin D1, welches in Zusammenhang mit der Zellzyklusregulation steht, an Tag 3, wie an
den anderen Messtagen, nicht in der Regulation zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe
messbar verschieden. Betreffend der gemessenen Regulationsunterschiede von Genen
der hdamatopoetischen Entwicklung im Vergleich zu Genen, die der endothelialen und
angiopoetischen Entwicklung attribuiert werden (z.B. PECAM, EGR1, ERG), lasst sich ein

starkerer Effekt von G-CSF auf die erst genannten Gene feststellen.
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Abb. 8: Darstellung der relativen Expressionsunterschiede typischer Gene der Himatopoese, der
Angiogenese und des Zellzyklus an Tag 3 der EB-Entwicklung anhand der aus der RT-PCR
bestimmten MaRzahl der Hoch-und Runterregulation (siehe Tabelle 1), aufgetragen fiir die
G-CSF-stimulierte Gruppe zur Kontrollgruppe (n=4). Werten der Ratio von 1 bis 3 kann eine
Hochregulation des Gens in der G-CSF-stimulierten Gruppe zugeschrieben werden, Werten von -1
bis -3 eine Runterregulation. Es ist eine starkere Expression von Genen der hdmatopoetischen
Differenzierung und Stammzellentwicklung wie u.a. HoxB4, FlIk1, Pu.1l und Gata2 zu beobachten.
Es zeigen sich kein Unterschied in der Regulation des Zellzyklusgens CyclinD1 sowie ein
uneinheitliches Bild bei Genen der Endothelzellentwicklung und Angiogenese (EGR1, KDR, PECAM,
ERG).

Die nachsten Messungen charakterisieren das Verhaltnis der Genregulation zwischen
G-CSF-stimulierter Versuchs- und Kontrollgruppe an Tag 6 der EB-Entwicklung (Abb. 9).
Interessanterweise sind zu diesem Entwicklungs- bzw. Messzeitpunkt bis auf ein Gen
(KDR) keine Unterschiede in der Genregulation zwischen G-CSF-stimulierter
Versuchsgruppe und der Kontrollgruppe sichtbar, die sich in einer gednderten Maf3zahl

fiir Hoch- oder Runterregulation niedergeschlagen haben.
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Abb. 9: Darstellung der relativen Expressionsunterschiede typischer Gene der Himatopoese, der
Angiogenese und des Zellzyklus an Tag 6 der EB-Entwicklung anhand der aus der RT-PCR
bestimmten MaRzahl der Hoch- und Runterregulation (siehe Tabelle 1), aufgetragen fir die
G-CSF-stimulierte Gruppe zur Kontrollgruppe (n=4). Werten der Ratio von 1 bis 3 kann eine
Hochregulation des Gens in der G-CSF-stimulierten Gruppe zugeschrieben werden, Werten von -1
bis -3 eine Runterregulation. Die an Tag 3 beobachtete starkere Expression von Genen der
hamatopoetischen Differenzierung und Stammzellentwicklung wie u.a. HoxB4, Flk1l, Pu.l und
Gata2 (vgl. Abb. 8) ist an Tag 6 nicht zu beobachten. Es zeigen sich weiterhin kein Unterschied in
der Regulation des Zellzyklusgens CyclinD1 sowie mit der Ausnahme KDR auch keine
Regulationsunterschiede fir Gene der Angiopoese und Endothelzellentwicklung (FLI1, PECAM,
etc).

An Tag 6+5 der EB-Entwicklung zeigt sich ein vergleichbares Bild zu Tag 6 der
EB-Entwicklung. Wahrend mit HoxB4 und Pu.l zwei Gene der Hamatopoese und
Stammzellentwicklung in der G-CSF-stimulierten Gruppe relativ niedriger exprimiert
sind, zeigen sich fiir die weiter untersuchten Gene keine Regulationsunterschiede, die
sich in einer gednderten Mafdzahl der Hoch- oder Runterregulation niedergeschlagen

haben (Abb. 10).
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Abb. 10: Darstellung der relativen Expressionsunterschiede typischer Gene der Himatopoese, der
Angiogenese und des Zellzyklus an Tag 6+5 der EB-Entwicklung anhand der aus der RT-PCR
bestimmten MaRzahl der Hoch-und Runterregulation (siehe Tabelle 1), aufgetragen fir die
G-CSF-stimulierte Gruppe zur Kontrollgruppe (n=4). Werten der Ratio von 1 bis 3 kann eine
Hochregulation des Gens in der G-CSF-stimulierten Gruppe zugeschrieben werden, Werten von -1
bis -3 eine Runterregulation. Es ist eine relative Runterregulation der Gene HoxB4 und Pu.1 in der
G-CSF-stimulierten Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe festzustellen. Weiter zeigen sich wie
an Tag 6 der Entwicklung (Abb. 9) keine weiteren Regulationsunterschiede in der relativen
Genexpression zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe.

3.2.1.2 Expressionsverlauf einzelner Gene

Zur Veranschaulichung der relativen sequentiellen Regulationsentwicklung der Gene im
Vergleich von Stimulations- und Kontrollgruppe iiber die drei Messtage hinweg, werden
in Abb. 11 die Werte der Ratio aus den vier voneinander unabhingigen Versuchen iiber
die drei Messzeitpunkte fiir einige interessierende Gene aufgetragen. Zu beachten ist,
dass die halblogarithmische Auftragung zu einer graphischen ,Stauchung” der Ergebnisse

fihrt.

Fiir bestimmte untersuchte Gene der Stammzelldifferenzierung -und entwicklung wie
Flk1, Pu.l und HoxB4 (Abb. 11A) zeigt sich in der Mehrzahl der Versuche eine
Hochregulation an Tag 3 und eine tendenzielle Runterregulation an Tag 6+5. Dieser
Regulationsverlauf ist auch bei den Verlaufen der vier Einzelmessungen bei den
genannten Genen sichtbar. Andere untersuchte Gene wie Cyclin D1 (Gen der
Zellzyklusregulation), Lmo4 oder ERG (angiopoetische Entwicklung) zeigen zwischen der
Versuchs- und Kontrollgruppe an den verschiedenen Erntetagen auch innerhalb der

einzelnen Versuche keine Unterschiede in der Genregulation (Abb. 11B).
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Abb. 11: Die in den Abb. 8-10 gezeigte Zusammenfassung der Genregulation in den EBs ist hier fir
verschiedene Gene in die Einzelexperimente und in den zeitlichen Verlauf der Erntezeitpunkte
(Tag 3, 6, 645) fur die Ratio der Genregulation (vgl. 2.2.6.4) aufgeschllsselt. Aufgetragen ist das
Alter der EBs zu den Erntezeitpunkten gegen die Ratio der Versuchs- zur Kontrollgruppe fiir die
jeweiligen Gene (n=4) mit den Mittelwerten (Querstriche). HoxB4, Flk1, Pu.1 und Gata2 sind Gene
der hamatopoetischen Entwicklung und Stammzelldifferenzierung und zeigen an Tag 3 eine
erhohte relative Expression in der G-CSF-stimulierten Versuchsgruppe (Abb. 11A). An Tag 6 der
Entwicklung Iasst sich kein signifikanter Regulationsunterschied feststellen, wahrend an Tag 6+5
eine relative Runterregulation von HoxB4 und Pu.l in der Versuchsgruppe beobachtet wird. Abb.
11B zeigt mit CyclinD1 (Funktion in der Zellzyklusregulation), Lmo4 (u.a. neuronale Entwicklung),
PECAM und ERG (Angiopoese und Endothelzellentwicklung) Gene, fiir die an den drei Messtagen
kein relevanter Regulationsunterschied unter dem Einfluss von G-CSF zu beobachten ist.
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Ihre Regulation scheint durch die Gabe von G-CSF in der Zellkultur also weder direkt

noch indirekt beeinflusst zu werden.

Einige Gene, wie hier fiir PECAM (CD31, Endothelzellmarker in der frithen
EB-Entwicklung) dargestellt, zeigen eine ahnliche Tendenz wie die in Abb. 11A
diskutierten Gene Flk1, Pu.1 oder HoxB4, namlich eine mafdige, relavtive Hochregulation
unter Einfluss von G-CSF an Tag 3 und eine relativ niedrigere Expression an Tag 6 und
Tag 6+5. Der Effekt hat sich aber nicht in einer gednderten Mafdzahl der Hoch- und
Runterregulation des Gens niedergeschlagen (vgl. Abb. 8-10).

3.2.2 RT-PCR mit Auftrennung der Zellen durch MACS Micro-Beads

Fir die weitergehende Untersuchung und Analyse der gemessenen
Regulationsunterschiede hamatopoetischer Gene in der RT-PCR aus dem gesamten Pool
an Zellen an Tag 3 der EB-Entwicklung (Abb. 8, 11A), wurde vor den RT-PCR-Messungen
eine Auftrennung der an Tag 3 geernteten Zellen nach dem Stammzellmarker Scal mit
dem MACS-Verfahren durchgefiihrt (vgl. 2.2.4). Je 200 Petrischalen mit G-CSF und ohne
G-CSF-Supplementierung wurden kultiviert und an Tag 3 der EB-Entwicklung geerntet
(siehe 2.2.3.3). Anschlief3end erfolgte eine Auftrennung mit MACS Micro-Beads nach dem
Scal-Oberflachenprotein (siehe 2.2.4). Es resultierten vier Fraktionen, wobei im
Weiteren die Scal-positiven Zellfraktionen als Positivfraktionen bezeichnet werden und
die restlichen, nicht Scal-positiven Zellfraktionen, als Negativfraktionen bezeichnet

werden. Die vier Fraktionen in der Ubersicht sind:

e Positivfraktion, G-CSF-stimulierte Versuchsgruppe
e Positivfraktion, Kontrollgruppe
e Negativfraktion, G-CSF-stimulierte Versuchsgruppe

e Negativfraktion, Kontrollgruppe

Die vier an Tag 3 geernteten Untergruppen wurden jeweils einer RT-PCR unterzogen und
die Ratio und die zugeordneten Maf3zahlen der Hoch- und Runterregulation analog den
PCR-Messungen des Gesamtpools an Zellen berechnet (vgl. 3.2.1). Das Verhaltnis der
Genregulation mit der Darstellung der zugeordneten Mafdzahlen (siehe Tabelle 1) fiir die

Ratio der vier verschiedenen Untergruppen im Vergleich wird in den Abb. 12-15 gezeigt.
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Entscheidender Teil der Betrachtung der Subgruppen ist der Vergleich der beiden Scal-
Stammzell-purifizierten Gruppen von G-CSF-stimulierter Gruppe und Kontrollgruppe
(Abb.12). Fiir die genetische Regulation der Scal-Positivfraktion der G-CSF-stimulierten
Gruppe im Vergleich zur Scal-Positivfraktion der Vergleichsgruppe zeigt sich ein Bild,
welches die Messungen im Gesamtpool der Zellen (Abb. 8) widerspiegelt. Wahrend kein
Unterschied in der Genregulation bei dem Zellzyklusgen Cyclin D1 beobachtet wird,
werden Gene der endothelialen Entwicklung und Angiogenese wie PECAM, ERG und
EGR1 und andere Gene wie Lmo4 oder Epo ebenfalls wenig oder nicht durch die
G-CSF-Stimulation beeinflusst. Bei den untersuchten Genen der Stammzellentwicklung -
und differenzierung wie HoxB4, Pu.1, Flk1 oder TAL1 (vgl. Abb. 4) zeigen die Messungen
eine deutlich stiarkere Genexpression in der G-CSF-stimulierten Gruppe (Abb. 12).
Beachtenswerter Weise findet sich kein Unterschied in der genetischen Regulation
zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe fiir die Scal-positiven Zellen fiir das Gen Gata2

und nur ein geringer Unterschied fiir Lmo2 (Abb. 12).
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Abb. 12: Darstellung der relativen Expressionsunterschiede typischer Gene der Hamatopoese,
der Angiogenese und des Zellzyklus an Tag 3 der EB-Entwicklung anhand der aus der RT-PCR
bestimmten Malzahl der Hoch- und Runterregulation (siehe Tabelle 1), aufgetragen fiir G-CSF-
stimulierte Gruppe zur Kontrollgruppe fiir den Pool an Scal-positiven Zellen nach Auftrennung mit
MACS Micro-Beads (vgl. 2.2.4) (n=1). Werten der Ratio von 1 bis 3 kann eine Hochregulation des
Gens in der G-CSF-stimulierten Gruppe zugeschrieben werden, Werten von -1 bis -3 eine
Runterregulation. Unter G-CSF Stimulation ist eine stdrkere Expression von Genen der
Stammzellentwicklung wie u.a. HoxB4, Flk1 und TAL1 zu beobachten. Himatopoetische Gene wie
Pu.l und Lmo2 sind ebenfalls starker exprimiert, nicht jedoch Gata2. Es zeigen sich kein
Unterschied in der Regulation des Zellzyklusgens CyclinD1 sowie ein uneinheitliches Bild bei
Genen der Endothelzellentwicklung und Angiogenese (EGR1, KDR, PECAM, ERG).
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Abb. 13 zeigt das Verhaltnis der Genregulation aus den Negativfraktionen zwischen
G-CSF-stimulierter Gruppe und Kontrollgruppe. Wahrend Cyclin D1 und Lmo4
wiederrum keine oder nur geringe Unterschiede in der Genregulation aufweisen, zeigen
die Messungen eine deutliche relative Runterregulation fast aller untersuchten Gene in
der Negativfraktion der G-CSF-stimulierten Gruppe im Vergleich zur Negativfraktion der

Kontrollgruppe an.
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Abb. 13: Darstellung der relativen Expressionsunterschiede typischer Gene der Hamatopoese,
der Angiogenese und des Zellzyklus an Tag 3 der EB-Entwicklung anhand der aus der RT-PCR
bestimmten MaRzahl der Hoch- und Runterregulation (siehe Tabelle 1), aufgetragen fiir G-CSF-
stimulierte Gruppe zur Kontrollgruppe fiir den Pool an Scal-negativen Zellen nach Auftrennung
mit MACS Micro-Beads (vgl. 2.2.4) (n=1). Werten der Ratio von 1 bis 3 kann eine Hochregulation
des Gens in der G-CSF-stimulierten Gruppe zugeschrieben werden, Werten von -1 bis -3 eine
Runterregulation. Unter G-CSF Stimulation ist eine verminderte relative Expression fast aller
untersuchten Gene in dem Pool an Scal-negativen Zellen zu beobachten.

Im Vergleich der Positiv- und Negativfraktionen der G-CSF-stimulierten Gruppe (Abb. 14)
zeigt sich zunachst, dass in der Scal-positiven Fraktion das Zellzyklusgen Cyclin D1
ebenfalls deutlich hochreguliert ist. Die Gene der Stammzellentwicklung -und
differenzierung wie TAL1, Flk1l, Gata2, Pu.l und HoxB4 sind deutlich in der
Stammzellfraktion hochreguliert. Fiir die Gene der endothelialen und angiopoetischen
Entwicklung (PECAM, EGR1) lasst sich kein relativer Unterschied in der Genregulation

zwischen den Gruppen feststellen.
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Abb. 14: Darstellung der relativen Expressionsunterschiede typischer Gene der Hamatopoese,
der Angiogenese und des Zellzyklus an Tag 3 der EB-Entwicklung anhand der aus der RT-PCR
bestimmten Malzahl der Hoch- und Runterregulation (siehe Tabelle 1), aufgetragen fir die Scal-
Positivfraktion zur Scal-Negativfraktion der G-CSF-stimulierten Versuchsgruppe nach Auftrennung
mit MACS Micro-Beads (vgl. 2.2.4) (n=1). Werten der Ratio von 1 bis 3 kann eine Hochregulation
des Gens in der G-CSF-stimulierten Gruppe zugeschrieben werden, Werten von -1 bis -3 eine
Runterregulation. Es zeigt sich im Vergleich von Scal-positiver Zellfraktion zur negativen Fraktion,
dass das Zellzyklusgen CyclinD1 relativ deutlich stdrker exprimiert wird. Gene der
Stammzellentwicklung und Hamatopoese wie u.a. HoxB4, Flkl, Gata2, Pu.l und TAL1 sind
ebenfalls deutlich starker in der Positivfraktion exprimiert. Flir Gene der Angiopoese und
Endothelzellentwicklung (PECAM, KDR, ERG, EGR1) lasst sich kein Regulationsunterschied
beobachten.

Im Vergleich der Positivfraktion zur Negativfraktion der Kontrollgruppe (Abb. 15) zeigt
sich ein vergleichbares Bild wie bei der Betrachtung der Negativfraktionen aus
stimulierter Versuchsgruppe und Vergleichsgruppe (Abb.13). Wahrend, wie fiir die
Stammzellebene erwartet, das Zellzyklusgen Cyclin D1 in der Scal-Positivfraktion
hochreguliert ist, wird fiir die meisten anderen Gene von Interesse eine Runterregulation

in der Positivfraktion der Kontrollgruppe im Vergleich zur Negativfraktion beobachtet.
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gemessene Gene nach Scal-Auftrennung der EBs, Tag 3 der EB-Entwicklung,
(Vergleich purifizierter und nicht-purifizierter Zellen der Kontrollgruppe)

Abb. 15: Darstellung der relativen Expressionsunterschiede typischer Gene der Hamatopoese,
der Angiogenese und des Zellzyklus an Tag 3 der EB-Entwicklung anhand der aus der RT-PCR
bestimmten Malzahl der Hoch- und Runterregulation (siehe Tabelle 1), aufgetragen fiir die Scal-
Positivfraktion zur Scal-Negativfraktion der nicht-stimulierten Kontrollgruppe nach Auftrennung
mit MACS Micro-Beads (vgl. 2.2.4) (n=1). Werten der Ratio von 1 bis 3 kann eine Hochregulation
des Gens in der G-CSF-stimulierten Gruppe zugeschrieben werden, Werten von -1 bis -3 eine
Runterregulation. Es zeigt sich im Vergleich von Scal-positiver Zellfraktion zur negativen Fraktion,
dass das Zellzyklusgen CyclinD1 relativ deutlich starker exprimiert wird. Gene der
Stammzellentwicklung und Hamatopoese wie u.a. HoxB4, Flk1, Gata2, Pu.1 und TAL1 zeigen im
Gegensatz zu den Ergebnissen aus der Versuchsgruppe (vgl. Abb. 13) eine deutliche relative
Runterregulation. Fir die untersuchten Gene der Angiopoese und Endothelzellentwicklung (EGR1,
KDR, PECAM, ERG) zeigt sich ein gemischtes Bild von Hoch- und Runterregulation.

3.3 Ergebnisse der FACS-Messungen
3.3.1 FACS-Messungen ohne Auftrennung

Fir die Entwicklung und Differenzierung von Stammzellen und hdmatopoetischen
Stammzellen sind einige Oberflachenmarker charakterisiert, die spezifische Indikatoren
fir den Entwicklungs- und Reifungsgrad darstellen und mit dem Status in der
hierarchischen Zellentwicklungspyramide korreliert sind [siehe 1.5, Abb.3 und Tabelle I
(Anhang)]. Mittels der FACS-Technologie kann der Anteil der Zellen mit einem
bestimmten, markierten Oberflichenprotein mittels Bindung eines spezifischen

Antikorpers bestimmt werden.
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Fiir die Versuche kamen folgende Antikérper gegen Oberflachenproteine zum Einsatz:

e (D34 (Stammzellmarker, Marker der Angio- und Himatopoese)

e (D90 (Stammzellmarker, Marker der Selbsterneuerungsfahigkeit)

e (D117 (frither Stammzellmarker)

e (D133 (Marker embryonaler und adulter Stammzellen)

e (D135 (Marker hamatopoetischer ~Stamm- und Progenitorzellen

verschiedener Entwicklungsstufen)

e (D13 (Marker der myeloischen Differenzierung)
e (D45 (Expression auf hamatopoetischen Progenitorzellen und
Immunzellen)

In einem ersten Schritt wurden FACS-Messungen des Gesamtpools der geernteten Zellen
durchgefiihrt (siehe 2.2.3.3 und 2.2.5). Fir die jeweiligen, oben genannten
Oberflichenmarker wurde der Anteil der positiven Zellen mit diesem Marker an der
Gesamtzellzahl bestimmt. Durch die beiden mit den Antikérpern gekoppelten
Fluoreszenzfarbstoffe PE und FITC (vgl. 2.2.5) konnten CD34 und CD90 sowie CD13 und
CD45 jeweils simultan bestimmt werden, so dass hier auch eine Fraktion aus fiir jeweils
beide Antikoper positiven Zellen bestimmt wurde. Im Verlauf der RT-PCR-Versuche und
deren Auswertung (vgl. 3.2) zeigten sich zu den frithen Zeitpunkten Tag 3 und Tag 6 der
EB-Entwicklung Regulationsunterschiede auf genetischer Ebene (Abb. 8, 9). Um einen
moglichen Effekt der differenziellen Genregulation auf Proteinebene zu detektieren,
wurden fiir diese frithen Zeitpunkte jeweils fiinf voneinander unabhéngige Versuche
durchgefiihrt [Abb. 16,17; Tabelle V (Anhang)] sowie drei weitere fiir Tag 6+5 [Abb. 18;
Tabelle V (Anhang)].

Die Ergebnisse zeigen an Tag 3 (siehe Abb. 16) bereits eine Detektion aller untersuchten
Antikoper. Das Niveau der Antikorper CD34, CD90 und CD135 liegt dabei auf einem
Niveau von bis zu 1% der gemessenen Zellen. Fiir CD45 und den myeloischen Marker
CD13 liegt ein erwartet sehr geringes Expressionsniveau von 0,1- 0,3% vor, was fiir eine
Abwesenheit differenzierterer hdamatopoetischer Zellen, wie z.B. hamatopoetischer
Progenitorzellen, spricht (Abb. 16, vgl. Abb. 3). Mit CD117 ist ein frither Stammzellmarker
mit anteilig knapp 5% auf dem hochsten Niveau aller untersuchten Oberflachenmarker
exprimiert. CD133 als Stammzellmarker verschiedener embryonaler und adulter
Stammzellen zeigt ein jeweils anteiliges Expressionsniveau von ungefahr 4% am Pool der

Zellen. Im Vergleich der G-CSF-stimulierten Zellen zu den Zellen der Kontrollgruppe zeigt
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sich kein signifikanter Expressionsunterschied der untersuchten Marker. Die beiden am
starksten exprimierten Marker CD117 und CD133 sind bei beiden Gruppen auf dem
gleichen Niveau exprimiert. Fiir die anderen Marker, deren absolute Expression im
Gesamtpool der gemessenen Zellen nur sehr gering ist, lasst sich fiir diesen Messtag keine

Aussage zu einem Expressionsunterschied zwischen Versuchs-und Kontrollgruppe

treffen.
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Abb. 16: Darstellung der Expression der gemessenen Oberflaichenmarker der hamatopoetischen
Differenzierung und Stammzellentwicklung. Aufgetragen sind die Mittelwerte des Anteils fiir den
jeweiligen Antikorper positiver Zellen zur Gesamtzellzahl (in Prozent) aus den Messungen der
einzelnen Antikorper an Tag 3 der EB-Entwicklung (n=5) mit Standardabweichungen. Zu dem
frihen Entwicklungszeitpunkt sind die frilhen Stammzellmarker CD117 und CD133 in einem
relevanten Anteil von bis zu 5% positiver Zellen exprimiert. Die anderen Marker (friher)
hamatopoetischer Entwicklung wie CD34, CD90 und CD135 sind auf einem Niveau bis 0,5%
positiver Zellen nur gering ausgepragt.

Die Messungen an Tag 6 der EB-Entwicklung zeigen (Abb. 17), dass der Anteil der fiir die
verschiedenen Marker positiven Zellen, mit der Ausnahme von CD133, im Vergleich zu
Tag 3 deutlich gestiegen ist. Die Stammzellmarker CD34 und CD90 sind nun auf einem
Niveau von 1-2% positiver Zellen exprimiert, wobei hier in den Versuchen die Tendenz
festzustellen ist, dass der Anteil der CD34 positiven Zellen in der G-CSF-stimulierten
Gruppe hoéher ist als in der Vergleichsgruppe. Fiir CD90 und CD45 zeigt sich eine
Expression von ungefahr 0,5% positiver Zellen, wobei keine Tendenz zwischen den
beiden Gruppen sichtbar ist. CD117 ist auch an Tag 6 der prozentual am stirksten
exprimierte Marker, wobei tendenziell eine stirkere Expression in der G-CSF-

stimulierten Gruppe vorhanden ist, die aber nicht signifikant ist. CD133 ist an diesem
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Messtag weniger exprimiert als an Tag 3 und zeigt keine Expressionsunterschiede
zwischen den Gruppen. CD135 ist an Tag 6 deutlich starker exprimiert als an Tag 3 und
zeigt eine leichte, nicht signifikante Tendenz, in der Kontrollgruppe starker exprimiert zu
sein. Der myeloische und hamatopoetische Differenzierung anzeigende Marker CD13 ist
an Tag 6 deutlich starker exprimiert als an Tag 3 und ist ein Hinweis auf die stattfindende
Entwicklung hamatopoetischer Vorlduferzellen in den EBs. Die Expression von CD13 ist
in der G-CSF Gruppe starker ausgepragt, was dafiir spricht, dass hdmatopoetische
Progenitorzellen der myeloischen Differenzierung schon zu diesem frithen Zeitpunkt in

grofderem Mafde vorhanden sind, als ohne Stimulation mit G-CSF.
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Abb. 17: Darstellung der Expression der gemessenen Oberflichenmarker der hamatopoetischen
Differenzierung und Stammzellentwicklung. Aufgetragen sind die Mittelwerte des Anteils fir den
jeweiligen Antikorper positiver Zellen zur Gesamtzellzahl (in Prozent) aus den Messungen der
einzelnen Antikorper an Tag 6 (n=5) mit Standardabweichungen. Im Vergleich zu Tag 3 (Abb. 16)
findet eine anteilige Zunahme der Expression der untersuchten Marker mit der Ausnahme von
CD133 statt. Die relevante Expression von CD13 von bis zu 4% positiver Zellen zeigt die
beginnende Entwicklung hdmatopoetischer Progenitor- und Effektorzellen in der Kultur an, wobei
z.B. der hamatopoetische Marker CD45 weiterhin nur schwach exprimiert ist. Der
Stammzellmarker CD117 ist wie an Tag 3 in beiden Gruppen am starksten exprimiert.

An Tag 6+5 (Abb. 18) steigt der prozentuale Anteil aller untersuchten Marker im
Vergleich zum Messpunkt Tag 6 erneut an. Fir Marker von Stammzellen und
hamatopoetischen Stammzellen wie CD34, CD90 und CD133 zeigt sich kein Unterschied
im Niveau der Expression zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe. Wie erwartet, ist das
Niveau des myeloischen Markers CD13 erneut deutlich im Vergleich zu Tag 6 gestiegen
und ist neben CD117 der am starksten exprimierte Marker. Auch CD45 ist erstmals in

einem deutlichen Anteil an Zellen nachweisbar. Auffillig ist, dass gut iiber die Halfte der
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CD45 positiven Zellen gleichzeitig auch CD13 exprimieren (siehe CD13 und CD45, Abb.
18). CD135 ist an Tag 6+5 wie an Tag 6 und Tag 3 in der Kontrollgruppe leicht starker

exprimiert.

20,0

15,0 -[

10,0

H G-CSF m Ko

5,0

Anteil positiver Zellen (%)

T

0,0
CD34 CD90 (CD34+90 (D13 CD45 CD13+45 CD117 CD133 (CD135

gemessene Oberflichenmarker des Gesamtpools der Zellen,
Tag 6+5 der EB-Entwicklung

Abb. 18: Darstellung der Expression der gemessenen Oberflaichenmarker der hamatopoetischen
Differenzierung und Stammzellentwicklung. Aufgetragen sind die Mittelwerte des Anteils fir den
jeweiligen Antikoérper positiver Zellen zur Gesamtzellzahl (in Prozent) aus den Messungen der
einzelnen Antikorper an Tag 6+5 (n=3, fiir CD135: n=1) mit Standardabweichungen. Im Vergleich
zu den Messtagen t3 und t6 (Abb. 16, 17) zeigt sich eine weitere, anteilige Zunahme aller
untersuchten Marker. Der starke Anstieg des Markers CD13 zeigt die stattfindende
hamatopoetische Entwicklung und Differenzierung in den EBs an. Auch der hamatopoetische
Marker CDA45 ist zu diesem Zeitpunkt erstmals relevant exprimiert.

3.3.2 FACS-Messungen nach Auftrennung durch MACS Micro-Beads

Fiir eine weitergehende Untersuchung und Analyse der Ergebnisse wurde analog den RT-
PCR-Messungen (siehe 3.2.2) der Gesamtpool an geernteten Zellen (siehe 2.2.3.3) vor den
FACS-Messungen einer Auftrennung nach dem Scal-Oberflachenprotein mit MACS Micro-
Beads an Magnetsaulen unterzogen (siehe 2.2.4). Es resultierten vier Fraktionen, wobei
im weiteren die Scal-positiven Zellfraktionen als Positivfraktionen bezeichnet werden
und die restlichen, nicht Scal-positiven Zellfraktionen, als Negativfraktionen bezeichnet

werden. Die vier Fraktionen in der Ubersicht sind:

e Positivfraktion, G-CSF-stimuliert
e Positivfraktion, Kontrollgruppe

e Negativfraktion, G-CSF-stimuliert
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e Negativfraktion, Kontrollgruppe

Fiir die beiden voneinander unabhdngigen Versuche wurden jeweils 2 x 200 Petrischalen
fiir die G-CSF Gruppe und die Kontrollgruppe angesetzt und an Tag 3 der EB-Entwicklung
geerntet (siehe 2.2.3.2 und 2.2.3.3). Fiir die Messungen standen fiir die Scal-positiven
Fraktionen absolute Zellzahlen (Zdhlung in Neubauer-Zahlkammer) von ca. 150.000-
250.000 Zellen zur Verfiigung. Fiir die Messungen wurden daher die Antikérper-Zahl und
damit die Anzahl der Ansitze auf je fiinf pro Fraktion reduziert (Isotypenkontrolle,

CD34+90,CD117,CD133, CD135).

Entscheidender Teil der Betrachtung der Subgruppen ist der Vergleich der beiden Scal-
Stammzell-purifizierten Gruppen von G-CSF-stimulierter Gruppe und Kontrollgruppe
(Abb. 19). Der Vergleich der Scal-positiven Fraktionen von G-CSF-stimulierter Fraktion
und Kontrollfraktion zeigt zundchst, dass die betrachteten Oberflichenmarker CD34,
CD90, CD117, CD133 und CD135 in beiden Gruppen auf einem hoheren Niveau
exprimiert sind, als im Gesamtpool der Zellen (vgl. Abb. 16). Fiir die G-CSF-stimulierte
Gruppe zeigt sich ein vergleichsweise dhnliches Bild wie in der G-CSF-stimulierten
Gruppe im Gesamtpool der Zellen. Der frithe Stammzellmarker CD117 ist auf dem
hochsten Niveau exprimiert, wiahrend die anderen untersuchten Oberflaichenproteine
CD34, CD90, CD133 und CD135 auf einem Niveau von 2-4% am Pool der Scal-positiven
Zellen exprimiert sind. Hervorzuheben ist, dass der im Gesamtpool der Zellen an Tag 3
kaum nachweisbare Marker CD135 im Pool der Scal-positiven Zellen in der
G-CSF-stimulierten Gruppe deutlich nachweisbar exprimiert ist. Die Ergebnisse der
Kontrollgruppe zeigen keine signifikanten Unterschiede zur G-CSF-stimulierten Gruppe,
der Marker CD117 ist in der G-CSF-stimulierten Gruppe aber tendenziell in einer

grofieren Anzahl an Zellen exprimiert, als in der Kontrollgruppe.
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Abb. 19: Darstellung der Expression ausgewahlter Oberflichenmarker der hdamatopoetischen
Differenzierung und Stammzellentwicklung nach magnetischer Auftrennung der Zellen nach
Scal-Oberflachenprotein an Tag 3 der EB-Entwicklung. Aufgetragen ist der Anteil der fiir den
jeweiligen Antikorper positiver Zellen zur Gesamtzellzahl (in Prozent) fir die Scal-positive
Fraktion der G-CSF-stimulierten Versuchsgruppe und der Scal-positiven Fraktion der
Kontrollgruppe im Vergleich (n=1). Alle untersuchten Oberflaichenmarker kénnen zu dem frihen
Entwicklungszeitpunkt nachgewiesen werden, wobei die frihen Stammzellmarker CD117 und
CD133 am starksten exprimiert sind. Unterschiede in der Expression lassen sich in der Tendenz in

einem hoheren Anteil CD117-positiver Zellen in der G-CSF-stimulierten Versuchsgruppe erkennen
sowie fiir CD135.

Im Vergleich der beiden Negativfraktionen (Abb. 20) zeigt sich analog den Messungen
aus dem Gesamtpool an Zellen (Abb. 19) die stirkste Expression der Marker CD117 und
CD133 und eine nachweisbare, geringere Expression der anderen untersuchten Marker
CD34, CD90 und CD135. Auffallig ist, dass auch die Scal-negative Fraktion ein deutlich
hoheres Grundniveau an Markerexpression zeigt, als dies im Gesamtpool der Zellen zu
beobachten war. Insgesamt ist fiir die Marker CD34 und CD133 eine hohere Expression in
der Kontrollgruppe im Vergleich zur G-CSF-stimulierten Gruppe zu beobachten sowie in

der Tendenz auch fiir den Marker CD117.
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Abb. 20: Darstellung der Expression ausgewahlter Oberflaichenmarker der hamatopoetischen
Differenzierung und Stammzellentwicklung nach magnetischer Auftrennung der Zellen nach
Scal-Oberflachenprotein an Tag 3 der EB-Entwicklung. Aufgetragen ist der Anteil der fiir den
jeweiligen Antikorper positiver Zellen zur Gesamtzellzahl (in Prozent) fiir die Scal-negative
Fraktion der G-CSF-stimulierten Versuchsgruppe und der Scal-positiven Fraktion der
Kontrollgruppe im Vergleich (n=1). Die friihen Stammzellmarker CD117 und CD133 sind in beiden
Gruppen am starksten ausgepragt, wobei die Kontrollgruppe ein sehr hohes Mals an Expression
beider Marker anzeigt. In der Versuchsgruppe ist CD117 ebenfalls auf einem hohen Niveau
exprimiert, CD133 im Vergleich zur Kontrollgruppe auf einem deutlich niedrigeren Niveau. Die
anderen untersuchten hamatopoetischen Marker wie CD34, CD90 und CD135 sind zu dem frithen
Zeitpunkt auf einem niedrigen Niveau nachweisbar.

Im Vergleich der G-CSF-stimulierten Positivfraktion zur G-CSF-stimulierten
Negativfraktion (Abb. 21) lasst sich erneut (vgl. Abb. 19) die starkste Expression fiir die
Marker CD117 und CD133 beobachten. Fiir diese beiden Marker zeigt sich zwischen den
Gruppen kein signifikanter Unterschied in der Expression. Fiir die Expression der Marker
CD34, CD90 und CD135, wie fiir die gleichzeitige Expression von CD34 und CD90, lasst

sich eine leichte Tendenz absehen, dass diese Marker starker auf Scal-positiven Zellen

als auf Sca-negativen Zellen exprimiert werden (vgl. auch Abb. 19).
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Abb. 21: Darstellung der Expression ausgewahlter Oberflichenmarker der hdamatopoetischen
Differenzierung und Stammzellentwicklung nach magnetischer Auftrennung der Zellen nach
Scal-Oberflachenprotein an Tag 3 der EB-Entwicklung. Aufgetragen ist der Anteil der fiir den
jeweiligen Antikorper positiver Zellen zur Gesamtzellzahl (in Prozent) fir die Scal-positive
Fraktion zur Scal-negativen Fraktion der G-CSF-stimulierten Versuchsgruppe im Vergleich (n=1).
Die friihen Stammzellmarker CD117 und CD133 sind in beiden Gruppen wiederum am starksten
ausgepragt, wobei die Negativfraktion ein tendenziell h6heres Expressionsniveau fiir CD117 zeigt.
Fir die friihen Marker hamatopoetischer Differenzierung (CD34, CD90, CD135) lasst sich eine
Expression auf niedrigem Niveau feststellen, die in der Scal-Positivfraktion im Vergleich starker

ausgepragt ist.

Im Vergleich der Positivfraktion zur Negativfraktion der Kontrollgruppe (Abb. 22) zeigt
sich wie fiir die G-CSF-stimulierte Gruppe (Abb. 21), dass die friithen Stammzellmarker
CD117 und CD133 am starksten exprimiert sind. Hier zeigt sich eine stiarkere Expression
fiir beide Marker in der Negativfraktion. CD90 und die CD34-CD90 Koexpression sind wie

in der G-CSF Versuchsgruppe starker in der Scal-positiven Fraktion exprimiert.
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Abb. 22: Darstellung der Expression ausgewahlter Oberflaichenmarker der hamatopoetischen
Differenzierung und Stammzellentwicklung nach magnetischer Auftrennung der Zellen nach
Scal-Oberflachenprotein an Tag 3 der EB-Entwicklung. Aufgetragen ist der Anteil der fiir den
jeweiligen Antikorper positiver Zellen zur Gesamtzellzahl (in Prozent) fiir die Scal-positive
Fraktion zur Scal-negativen Fraktion der nicht-stimulierten Kontrollgruppe im Vergleich (n=1). Die
frGhen Stammzellmarker CD117 und CD133 sind in beiden Gruppen wiederrum am starksten
ausgepragt, wobei die Negativfraktion ein hoheres Expressionsniveau fiir CD117 und CD133 zeigt.
Fur die frihen Marker hdmatopoetischer Differenzierung (CD34, CD90, CD135) lasst sich eine
Expression auf niedrigem Niveau feststellen, wobei im Gegensatz zur G-CSF-stimulierten

Versuchsgruppe (vgl. Abb.12C) keine Tendenz eines unterschiedlichen Expressionsniveaus
festzustellen ist.

3.4 Zytokinarray

Fir Messtag 3 der EB-Entwicklung wurden fiir die G-CSF-stimulierte Versuchsgruppe
und die Kontrollgruppe je ein Proteinarray zur Detektion der endogenen Produktion
verschiedener Zytokine durchgefiihrt (siehe 2.2.7). Die Ergebnisse wurden durch visuelle
Inspektion und Beurteilung ausgewertet. Die auszuwertenden Membranen sind in Abb.

23 gezeigt. Tabelle VII (Anhang) zeigt die vollstandigen Ergebnisse der Auswertung fiir
die beiden Gruppen.
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Abb. 23: Ergebnisse der Zytokinarray Messungen. Die mit und ohne G-CSF-Supplementierung
kultivierten ES-Zellen (siehe 2.2.3) wurden an Tag 3 der Entwicklung geerntet und fiir einen
Zytokinarray aufbereitet (siehe 2.2.7). Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte durch visuelle
Inspektion. Die obere Platte zeigt die G-CSF-stimulierte Gruppe, die untere Platte die
Kontrollgruppe. Eine zunehmende Schwéarzung der Platte entspricht einem gesteigerten
Expressionslevel des entsprechenden Proteins. Die roten Umrandungen zeigen die
Positivkontrollen, die griinen Umrandungen die Negativkontrollen. Eine relevante endogene
Expression wurde flir CD54 (oranges Kastchen) sowie fir IL-1a, KC, CCL2, TNF- a, TIMP-1 und IFN-
y gefunden (blaue Kastchen; IL-1a: Interleukin 1a, KC: Kansas City Protein, CCL2: Chemokin Ligand
2, TNF-a: Tumornekrosefaktor-a, TIMP-1: Tissue Inhibitor of Metalloproteinases-1, IFN-y:
Interferon y). Eine mogliche endogene G-CSF Produktion wurde mit dem Array auch erfasst und
fiel negativ aus. Eine vollstindige Ubersicht zeigt Tabelle VII (Anhang).

Die Ergebnisse zeigen, dass alle 3 Positivkontrollen der Membranen deutlich positiv
waren und die jeweils eine Negativkontrolle negativ war. Im weiteren war fiir uns vor
allem von Interesse, ob Zytokine durch den Einfluss von G-CSF exprimiert worden sind,
die moglicherweise die Ergebnisse von RT-PCR (siehe 3.2) oder FACS-Messungen (siehe
3.3) bedingen und damit indirekt ausgeloste Effekte von G-CSF darstellen wiirden. Bei
der Auswertung fallt zunachst auf, dass die Mehrzahl der untersuchten Zytokine nicht
detektiert wurde. Zudem sind die Ergebnisse dieses Versuches dergestalt, dass fiir keines
der untersuchten Zytokine eine zwischen den beiden untersuchten Gruppen
unterschiedliche Zytokinexpression gemessen wurde. Zusammenfassend wurden
Zytokine, welche mit immunologischen Vorgangen und Entziindungsprozessen assoziiert
sind, wie Tumornekrose Faktor alpha (TNF-a), Interleukin IL-la, Interferon gamma
(IFN-y), CCL2 (Chemokin-Ligand 2) und CD54, auf geringem bis mittlerem Niveau
gemessen. Der Hauptbefund des Zytokinarrays ist die an Tag 3 der EB-Entwicklung nicht



60 Ergebnisse

stattfindende, endogene Produktion von G-CSF sowie die fehlende Detektion eines

Regulationsunterschiedes eines spezifischen Zyoktins.
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4 Diskussion

Gegenstand der vorliegenden experimentellen Arbeit war die Fragestellung, inwieweit
ein Einfluss des Granulozyten-Kolonien-stimulierenden Faktors (G-CSF) auf frithe Stadien
hamatopoetischer Stammzellentwicklung vorliegt. Experimentell wurde ein murines,
embryonales in-vitro Stammzellsystem, welches die frithe Stammzellentwicklung und
alle Schritte der Hamatopoese in-vivo dhnlich abbildet (21, 57), gewahlt. Neben dem
visuellen Nachweis der erfolgreichen Bildung hdmatopoetischer Zellen und anderer
mesodermaler Zellen (z.B. kontrahierender Muskelzellen) in dem verwendeten
Stammzellsystem, wie in dieser Arbeit nachvollzogen, konnte in Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe die Wertigkeit des Modells u.a. in kompetitiven Transplantationsassays

gezeigt werden (101, 102).

Zur Untersuchung des Einflusses von G-CSF auf die frilhe hamatopoetische
Differenzierung wurden Messungen des Genexpressions-Niveaus von Genen der
hdamatopoetischen Entwicklung, der Stammzellentwicklung und -differenzierung und
Genen der angiopoetischen und endothelialen Entwicklung durchgefiihrt. Um aus dem
Gesamtpool an geernteten Zellen eine grofdere Fraktion mit Stammzelleigenschaften zu
extrahieren, wurden in zusdtzlichen Versuchen die Zellen vor den PCR-Messungen nach
dem Scal-Oberflachenprotein aufgetrennt. Zur weiteren qualitativen und quantitativen
Charakterisierung der kultivierten Zellen wurden Messungen von typischen
Oberflachenmarkern im FACS durchgefiihrt, die mit der Stammzellentwicklung und der
hdamatopoetischen und endothelialen Entwicklung korreliert sind. Auch hier wurde
anschliefRend eine zusatzliche Charakterisierung der Zellen nach Purifizierung nach
Scal-Oberflachenprotein durchgefiihrt. Effekte, die in den PCR-Messungen und in den
FACS-Messungen unter Stimulation mit G-CSF an Tag 3 der EB-Entwicklung zu
beobachten waren, sollten zuletzt mittels eines Zytokinarrays hinsichtlich ihrer direkten
oder indirekten, durch Zytokin-Vermittlung zustande kommenden, Natur abgegrenzt
werden. Auch sollte hierdurch ein frithes endogenes Vorliegen von G-CSF untersucht

werden.
4.1 Einfluss von G-CSF auf die differenzielle Genexpression der EB-Zellen

Die in dieser Arbeit untersuchten Zeitpunkte der EB-Entwicklung, Tag 3, 6 und 6+5,
stellen hinsichtlich des Entwicklungsstandes der Himatopoese in der ES-Zellkultur sehr

unterschiedliche Stadien dar. An Tag 3 sind die Vorlauferzellen der primitiven und
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definitiven Hamatopoese, die Himangioblasten respektive BL-CFCs, bereits entwickelt.
Zudem sind die primitiven wie definitiven Stammzellen der Hamatopoese, die 1t-HSCs,
bereits in ihrer Entwicklung begriffen (vgl. Abb. 2) (57). Auch die Angioblasten, die
Stammzellen der Gefdf3- und Endothelbildung, kénnen zu diesem Zeitpunkt schon
identifiziert werden. Die Untersuchungen an Tag 3 dieser Arbeit beziehen sich also auf
die hdamatopoetische Regulation in einem Stadium, in welchem die interessierenden,
unreifen hamatopoetischen Stammzellen in einem betrachtlichen Anteil, und ohne das

zusatzliche Vorkommen daraus entstehender differenzierterer Zellen, vorliegen.

Bis Tag 6 der EB-Entwicklung entwickeln sich dann hamatopoetische Progenitorzellen,
lymphatische Zellen und Endothelzellen (vgl. Abb. 2) (55, 78). Damit liegen zu diesem
Zeitpunkt Zellen mit einer betrachtlichen Weiterdifferenzierung im Vergleich zu Tag 3
der EB-Entwicklung vor. Die Ergebnisse der FACS-Messungen spiegeln diese Entwicklung
auch mit der deutlich hoheren Expression des myeloischen Markers CD13 und der frithen
hamatopoetischen Differenzierungsmarker CD45, CD34 und CD90 an Tag 6 im Vergleich
zu Tag 3 wieder (vgl. Abb. 16-18; 4.2.1).

An Tag 6+5 der EB-Entwicklung liegen in der Zellkultur alle Zellen hamatopoetischer
Differenzierung vor (57). Das Verhdltnis aus Stamm-und Progenitorzellen zu
Effektorzellen verschiebt sich bei einer Weiterkultivierung dann immer weiter zu dem
Verhéltnis im adulten Organismus, welche durch den Riickgang der unreifen
hamatopoetischen Stammzellen auf ein Niveau im zehntel Promille-Bereich
gekennzeichnet ist (129). Die Weiterkultivierung des verwendeten Systems einer
ES-Zellkultur bis an Tag 6+30 der EB-Entwicklung und deren differenzielle
Charakterisierung zu spateren Zeitpunkten, wurde in anderen Arbeiten unserer Gruppe

untersucht (115) und war nicht Teil dieser Arbeit.

Eine fiir die hier vorgenommenen Untersuchungen wichtige Grundannahme beruht auf
der Forderung, dass entscheidende Gene der frithen hamatopoetischen
Stammzellentwicklung eine moglichst weitgehende Spezifitat fiir die hdmatopoetische
Entwicklung aufweisen sollen. Ivanova et al. und Ramalho-Santos et al. haben hierzu im
Jahr 2002 in umfangreichen Arbeiten die Genexpression fiir embryonale, neuronale und
hamatopoetische Stammzellen charakterisiert (48, 106). Dabei wurden zum einen hoch-
konservierte regulatorische Mechanismen beschrieben, welche sich in einer Expression
dieser Gene in allen drei untersuchten Stammzellarten niederschlug, darunter z.B. das in
dieser Arbeit untersuchte Zellzyklusgen Cyclin D1. Daneben wurden zahlreiche Gene

beschrieben, deren Anreicherung spezifisch in einem der drei Stammzellarten beobachtet
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werden kann. Beziiglich hdmatopoetischer Stammzellen betrifft dies unter anderem F1k2,
Gata2, Pu.1, Lmo2, TAL1/Scl und CD34 (106), welche entscheidender Teil dieser Arbeit
sind. Die Bedeutung dieser Arbeiten fiir die Entwicklung der vorliegenden
Fragestellungen lag darin, dass neben der im einzelnen beschriebenen Bedeutung der
Gene fiir die jeweiligen hamatopoetischen Entwicklungsschritte (siehe 1.5.2), die
Bedeutung und Signifikanz der untersuchten Gene auch in explorativen, systemischen
Untersuchungen gezeigt werden konnte, wie sie die vorliegende Arbeit ebenfalls
darstellt. Folgend werden die Ergebnisse fiir die wichtigsten untersuchten Gene einzeln
diskutiert und die Relevanz einer veranderten Expression zu den entsprechenden
Entwicklungszeitpunkten, Tag 3, 6 und 6+5, hinsichtlich der Genfunktionen in der

Entwicklung wie der Bedeutung eines Einflusses des G-CSF, erlautert.

4.1.1 FIk1

Wahrend die genauen Mechanismen der Induktion hamatopoetischer Entwicklung im
Mesoderm des primitiven Streifens und der weiteren Ausreifung zu Hamangioblasten
und hdamatopoetischen Stammzellen noch nicht ausreichend hinsichtlich des Einflusses
der einzelnen Faktoren verstanden sind (47), so hat sich die Expression und genetische
Regulation von Flk1 als unabdingbar fiir diesen Prozess gezeigt. Man geht davon aus, dass
nur Flk1-positives Mesoderm hamatopoetische Stammzellen hervorbringen kann (28, 51,
117), was auch fiir eine embryonale Stammzellkultur in-vitro zu Beginn der
hamatopoetischen Entwicklung in EBs gezeigt werden konnte (51). Die weitere
Ausdifferenzierung, mit Spezifizierung der myeloischen oder lymphatischen Linie hin zu
den Effektorzellen der hamatopoetischen Entwicklung, ist von einer Herrunterregulation

der Flk1-Expression begleitet (51).

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen an Tag 3 der EB-Entwicklung eine Hochregulation
von Flk1 im Gesamtpool der Zellen (Abb. 8, 11A) in der G-CSF-stimulierten Gruppe. Dies
deutet darauf hin, dass unter Stimulation mit G-CSF der Pool an mesodermalen
Stammzellen, die zu hamatopoetisch-endothelialen Vorlauferzellen induziert werden,
grofler ist, bzw. allgemeiner zu diesem Zeitpunkt bereits umfangreichere
hamatopoetische Differenzierung stattgefunden hat, als in der Kontrollgruppe. Eine
Auspragung dieses Befundes in der weiteren Entwicklung, z.B. in Form einer h6heren
Expression von Stammzellmarken wie CD117 an Tag 3 (Abb. 16) oder von anderen
Markern hamatopoetischer Entwicklung wie CD34, CD90 oder CD135 an den folgenden
Messtag Tag 6 und Tag 6+5 (Abb. 13, 14), konnte nur in einer Tendenz fiir CD117 und
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einer mafdigen Tendenz fiir CD13 an Tag 6 der EB-Entwicklung beobachtet werden
(Abb. 17). Ursache fiir diese Befunde kann insbesondere das allgemein noch niedrige
Niveau an Proteinexpression an Tag 3 und Tag 6 sein, welches einen entsprechenden
Effekt eventuell nicht ausreichend darstellen wiirde (Abb. 16, 17; 4.2). Weiter ist zu
vermuten, dass sich ein Effekt der verstarkten Flk1-Expression erst dann in einer
relevant gesteigerten Anzahl hamatopoetischer Stamm-und Vorlduferzellen
niederschlagen wiirde, wenn nicht mehr uneingeschrankte Wachstumsressourcen zur
Verfiigung stehen (78). Das Ergebnis der gesteigerten Flk1-Expression unter Stimulation
mit G-CSF wurde fiir die Scal-positive Zellfraktion an Tag 3 der EB-Entwicklung bestatigt
und war auf einem noch deutlich ausgepragteren Niveau messbar (Abb. 12). Damit legen
die Ergebnisse fiir FlIkl einen Effekt des G-CSF auf eine verstiarkte hamatopoetische

Induktion mesodermaler Stammzellen zu frithen Entwicklungszeitpunkten nahe.

An Tag 6+5 der EB-Entwicklung wird eine leichte Herrunterregulation von Flk1 in der
G-CSF-stimulierten Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt (Abb. 11A). Die
niedrigere Auspragung von Flk1, wie sie fiir diesen Zeitpunkt der EB-Entwicklung in
einer ES-Zellkultur als Zeichen stattfindender hamatopoetischer Ausreifung von Kabrun
et al. vorbeschrieben ist (51), korreliert damit indirekt mit dem bekannten Einfluss von
G-CSF auf eine vermehrte und beschleunigte Ausdifferenzierung hamatopoetischer

Zellen.

4.1.2 TAL1

TAL1 (Scl) besitzt zu Flk1 partielle Gemeinsamkeiten in seiner Rolle in der frithen
Hamatopoese (siehe Abb. 4). Seine Expression ist fiir die Initiation der Himatopoese im
Mesoderm ebenfalls unverzichtbar (103). Die Expression ist am stiarksten mit den
hamatopoetischen Differenzierungsstadien der frithen hdmatopoetischen Stamm- und
Progenitorzellen korreliert (vgl. Abb. 4) (23). Mikkola et al. untersuchten in einer
in-vitro ES-Zellkultur, dass eine gesteigerte TAL1-Expression mit einer verstiarkten
Blutinselbildung einhergeht (84). Notabler Weise ist die Expression von TAL1 fiir die
Ausdifferenzierung in die myeloische oder lymphatische Reihe verzichtbar, was seine

spezifische Rolle in der frithen Himatopoese auf Stammzellebene unterstreicht (84).

An Tag 3 der EB-Entwicklung lasst sich eine gesteigerte Expression von TAL1 in der
G-CSF-stimulierten Gruppe beobachten (Abb. 8). Dies ist zusammen mit der vermehrten
Expression von Flk1 an diesem Tag (siehe 4.2.1) ein Indiz, dass G-CSF einen férdernden

Einfluss auf hamatopoetische Stammzellentwicklung zu einem sehr frithen Zeitpunkt
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aufweist. Auch auf Ebene der Scal-aufgreinigten Zellen lasst sich eine deutlich starkere
Expression von TAL1 in der G-CSF-stimulierten Gruppe beobachten (Abb. 12), was
wiederrum die Hypothese unterstiitzt, dass G-CSF die frithe, mesodermale,

hdamatopoetische Stammzellentwicklung fordert.

In der weiteren Entwicklung, den Tagen 6 und 6+5, ist kein Unterschied in der
Genexpression zwischen den beiden Gruppen feststellbar (Abb. 9, 10). Das im Gegensatz
zu der Herrunterregulation von Flk1 an Tag 6+5 keine Herrunterregulation von TAL1 in
der G-CSF-stimulierten Gruppe stattfindet, ist im Rahmen der nicht-obligaten
TAL1-Expression fiir die, jetzt weit stiarker in der Zellkultur vorliegenden,

differenzierteren hamatopoetischen Zellen von Zhang et al. beschrieben worden (146).

4.1.3 HoxB4

HoxB4 ist in der Embryonalentwicklung ein fiir die hamatopoetische
Stammzellregeneration zentrales Gen (vgl. Abb. 4). Es ist sowohl fiir die in-vitro
Expansion wie fiir die Transplantationsfahigkeit hdmatopoetischer Stammzellen von
zentraler Bedeutung (4, 118, 126). Seine Rolle wurde spezieller fiir die Fahigkeit
Scal- und CD117-positiver hamatopoetischer Stamm- und Progenitorzellen gezeigt, die
nur unter HoxB4-Expression mit maximaler Effektivitit auf proliferative Stimuli
reagieren konnen (8). Beachtenswerter Weise ist die Bildung hamatopoetischer
Stammzellen im embryonalen Mesoderm selbst, im Gegensatz zu Flk1 oder TAL1 (vgl.

4.1.1,4.1.2), aber nicht von HoxB4 abhangig (8).

In den durchgefiihrten Versuchen zeigte sich zu dem frithen Entwicklungszeitpunkt Tag 3
eine Hochregulation von HoxB4 unter G-CSF Stimulation (Abb.8, 11A). Bei der
Untersuchung der Scal-positiven Stammzellen zeigte sich in der G-CSF-stimulierten
Gruppe zusatzlich eine ausgepriagte Hochregulation von HoxB4 im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Abb. 12). Diese Befunde deuten in der Zusammenschau an, dass G-CSF
einen regenerationsfordernden Effekt auf hamatopoetische Stammzellen ausiiben kann.
Dieser Befund reiht sich ein in Forschungsarbeiten von u.a. Metcalf et al. (83) und
Schneider et al. (114), die ebenfalls eine stammzellerhaltende Wirkung des
polyfunktionalen G-CSF auf hamatopoetische Stammzellen wie neuronale Stammzellen

beschrieben haben.

Fir die folgenden Messtage ist fiir Tag 6 kein Regulationsunterschied zwischen den

beiden Gruppen (Abb. 9) und an Tag 6+5 eine Herrunterregulation von HoxB4 in der
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G-CSF-stimulierten Gruppe festzustellen (Abb. 10). Wenn auch die von Tag 3 zu Tag 6+5
sehr verschieden vorliegenden Zellzusammensetzungen und Differenzierungsstadien
einen direkten Vergleich der beiden Messtage hinsichtlich der Aussage einschranken (vgl.
Abb. 2), so ist der Befund der Herrunterregulation von HoxB4 an Tag 6+5 in der G-CSF-
stimulierten Gruppe auffillig. Zu diesem Zeitpunkt liegen bereits zahlreiche
hamatopoetisch differenzierte Progenitorzellen sowie Zellen der myeloischen Reihe vor,
welche unter dem proliferativen Stimulus G-CSF deutlich beschleunigt ausdifferenzieren
(109). In der weiteren Ausdifferenzierung im Rahmen der normalen Hamatopoese wird
HoxB4 physiologischer Weise herunterreguliert (vgl. Abb. 4), welches mit der
Herrunterregulation an Tag 6+5 in der G-CSF-stimulierten Gruppe Kkorreliert, eine

Beobachtung, die u.a. von Brun et al. fiir die murine Hdmatopoese vorbeschrieben ist (8).
4.1.4 Gata2, Pu.1 und Lmo2

Wie in Abb. 4 gezeigt, sind GataZ, Pu.l und LmoZ2 drei weitere Faktoren, die in der
initialen Phase der Himatopoese von zentraler Bedeutung sind. GataZ2 ist dabei als Faktor
identifiziert worden, der zum einen in enger regulatorischer Beziehung zu Flk1 steht
(47), zum anderen auf dem Level der hamatopoetischen Stammzellen hochreguliert ist
und dabei, neben HoxB4, als gatekeeper fiir deren Immaturitdt fungiert (88). Diese
Funktion wurde auch in embryonalen Stammzellkulturen und hier lokal-spezifisch in der
Entstehung und Initiation der embryonalen Hamatopoese in der mesodermalen
Mesonephros-Region gezeigt (69, 87, 88). Mikkola et al. zeigten, dass die
Herrunterregulation von Gata2 eine Voraussetzung fiir die weitere Ausdifferenzierung

hamatopoetischer Stammzellen darstellt (88).

In unseren Versuchen zeigt sich fiir GataZ die neben Pu.l und HoxD3 stdrkste
Hochregulation in der G-CSF-stimulierten Gruppe (Abb. 8). Dies deutet darauf hin, dass
GataZ als weiterer Faktor der Stammzellerhaltung unter Einfluss von G-CSF verstarkt
exprimiert wird. Allerdings zeigt der Vergleich der Scal-aufgetrennten Zellen der G-CSF-
stimulierten Gruppe zur Kontrollgruppe (Abb.12), dass der Effekt auf dieser Ebene, im
Gegensatz zu den vorgehend besprochenen Genen Flk1, TAL1 und HoxB4, nicht
reproduziert werden konnte. Fiir die G-CSF-stimulierte Gruppe konnte im Vergleich der
Scal-positiven Fraktion zur Negativfraktion aber eine deutlich hohere Gata2 Expression
in der Stammzellfraktion gezeigt werden (Abb. 14). Im weiteren Verlauf der Messtage
wurde kein Unterschied in der Regulation zwischen G-CSF-stimulierter Gruppe und

Vergleichsgruppe identifiziert, was wiederrum dem deutlich gestiegenen Vorliegen
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differenzierterer Zellen, welche physiologisch kein oder nur wenig Gata2 exprimieren,
geschuldet sein kann (Abb.9, 10). Dies ist auch durch Befunde von Minegishi et al.
gedeckt, der die entscheidende Funktion von GataZ zu Beginn der embryonalen
Hamatopoese zum Zeitpunkt der hamatopoetischen Initiation im Mesoderm beschrieben

hat (88).

Pu.l ist hinsichtlich seiner Polyfunktionalitit ein besonders bemerkenswerter Faktor.
Auf Ebene der frithen hamatopoetischen Stammzellentwicklung ist er, zusammen mit
HoxB4, essentiell fiir deren Selbsterneuerungs- und Differenzierungsfahigkeit (37, 49).
Im Gegensatz zu den anderen bisher diskutierten Faktoren ist er jedoch auch
entscheidend in der weiteren Entwicklung, u.a. fiir die Linienentscheidung der
hdamatopoetischen Progenitorzellen und fiir die hdmatopoetische Differenzierung zu den

einzelnen Effektorzellen, dosisabhangig beteiligt (vgl. Abb. 4) (45, 53).

Bei unseren Messungen zeigt sich Pu.1 an Tag 3 der EB-Entwicklung neben GataZ und
HoxD3 als das am stirksten hochregulierte Gen in der G-CSF-stimulierten Gruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 8, 11A). Dieser Effekt konnte experimentell auch fiir
das Level der Scal-aufgetrennten Stammzellen reproduziert werden (Abb. 12). In der
Literatur wird der gemischte Effekt einer erhohten Expression von Pu.l auf die
hdamatopoetische Stammzellerhaltung wie -differenzierung zu frithen
Entwicklungszeitpunkten derzeit kontrovers diskutiert (49). Die Ergebnisse dieser Arbeit
legen flr Pu.1l nahe, dass G-CSF zu einem sehr frithen Zeitpunkt der hamatopoetischen
Entwicklung einen foérdernden Einfluss auf die Stammzellregeneration und -

differenzierung nimmt und Pu.1 ein hierfiir relevanter Faktor ist (37, 49).

Die Expression des Faktors Lmo2 ist in der murinen Hamatopoese auf friiher
Stammzellebene von Bedeutung (Abb. 4). Dabei wird ein Zusammenspiel insbesondere
mit TAL1 angenommen (39, 142). Seine Bedeutung in der weiteren hdmatopoetischen
Differenzierung ist noch nicht verstanden (142). Eine gleichgerichtete Regulation von
Lmo2 mit TAL1 kann durch unsere Daten gut nachvollzogen werden. An Tag 3 der
EB-Entwicklung ist eine Hochregulation von Lmo2 in der G-CSF-stimulierten Gruppe zu
beobachten und korreliert mit der Hochregulation von TAL1 zu diesem
Entwicklungszeitpunkt (Abb. 8). Da Lmo2 vor allem fiir die frithe Stammzellentwicklung
von Bedeutung ist (Abb. 4) (99, 142), ist die Expression auf vergleichbarem Niveau in den

beiden Gruppen an den folgenden Tagen nachvollziehbar (Abb. 9, 10).
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4.1.5 Cyclin D1 und Gene der endothelialen und angiopoetischen Differenzierung

Bezliglich der weiterhin untersuchten Gene werden im Folgenden noch das Zellzyklusgen
Cyclin D1 und Gene der endothelialen und angiopoetischen Differenzierung, PECAM
(CD31) und EGR1 diskutiert.

Cyclin D1 ist ein Gen der Zellregulation und Zellteilung, fiir welches keine spezifische
Rolle in der frithen Stammzellentwicklung beschrieben ist (3, 127). In unseren
Messreihen zeigt sich die Expression von Cyclin D1 durchgehend auf dem gleichen
Niveau in den jeweiligen Gruppen an allen Messtagen exprimiert (Abb. 8-10, 11B). Wie
erwartet, ist das Expressionsniveau auf Stammzellebene, wie die Messungen der Scal-
positiven Zellen zeigen, im Vergleich deutlich erhoht (Abb. 14, 15). Ein fehlender
spezifischer Einfluss von hamatopoetischen Faktoren auf die Regulation von Cyclin D1

wurde auch von Ling et al. und Roberts et al. beschrieben (71, 109).

Aufgrund der engen Verzahnung der frilhen Hamatopoese mit der frithen
Endothelzellentwicklung und Angiopoese wurden in dieser Arbeit regulatorisch wichtige
Gene dieser Prozesse mit untersucht. Exemplarisch sollen davon PECAM (CD31) und
EGR1 besprochen werden. Fiir PECAM wurde zuerst seine Rolle in der friithen
Endothelzellentwicklung und Angiopoese in Experimenten mit ES-Zellkulturen
identifiziert (19, 70). Auch wurde die Expression und Funktion von PECAM in der
embryonalen ES-Zellentwicklung fiir die Initiation von Endothelzellentwicklung und
Angiopoese von Li et al. bestatigt (67). Fiir PECAM zeigt sich bei unseren Messungen ein
uneinheitliches Niveau an Genexpression. Im Gesamtpool der Zellen ist in der Tendenz
eine Hochregulation an Tag 3 der EB-Entwicklung in der G-CSF-stimulierten Gruppe
festzustellen (Abb. 11B), die sich jedoch nicht in einer gednderten Maf3zahl der Hoch- und
Runterregulation niederschlagt (Abb. 8). An Tag 6+5 zeigt sich eine Runterregulation in

der G-CSF Gruppe, die aber wiederum nicht signifikant ist (Abb. 10, 11B).

Fir EGR1, einem Protein, welches sehr friih in der embryonalen Angiogenese exprimiert
ist (26, 61), zeigt sich durchgehend kein Regulationsunterschied zwischen den beiden
untersuchten Gruppen. Dies gilt fiir den Gesamtpool an Zellen fiir alle Messzeitpunkte
(Abb. 8-10), wie fiir die Zellen nach Scal-Auftrennung an Tag 3 der EB-Entwicklung
(Abb. 12).

Die Befunde fiir PECAM und EGR1 zeigen zusammen mit den Ergebnissen der anderen

Gene der endothelialen und angiopoetischen Entwicklung, FLI1, KDR und ERG
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(Abb. 8-10), kein eindeutiges Bild hinsichtlich eines regulatorischen Einflusses durch eine
Stimulation mit G-CSF. Ein solcher Effekt wurde in verschiedenen Untersuchung bisher
nicht beschrieben (83, 109) und lasst sich aus den vorliegenden Daten auch nicht

ableiten.

Die Ergebnisse der Genexpressionsstudien dieser Arbeit zeigen in der Zusammenschau
einen deutlichen Einfluss des G-CSF auf Gene, die besonders friith in hdmatopoetischer
Initiation und Differenzierung im embryonalen Mesoderm entscheidend sind (Flk1,
TAL1, HoxB4, Gata2), aber keinen Einfluss auf Gene, die eher der angiopoetisch-
endothelialen Entwicklung zugeordnet werden (PECAM, Ergl). Dabei zeigt sich die
endotheliale und angiopoetische Entwicklung zu frithen Entwicklungszeitpunkten auch
von anderen Zytokinen, wie beispielsweise VEGF, nicht beeinflusst (115). Insgesamt kann
die seit kurzem beschriebene Rolle von G-CSF als polyfunktional agierendem Zytokin,
welches die Regeneration, Differenzierung, Proliferation und Selbsterneuerung von
Stamm- und Vorlduferzellen der frithen hamatopoetischen Entwicklung férdernd

beeinflusst (83), durch unsere Daten gut nachvollzogen werden.
4.2 Einfluss von G-CSF auf die differenzielle Proteinexpression der EB-Zellen

Neben den Untersuchungen der vergleichenden Genexpression in der embryonalen
Stammzellkultur wurde die Auspragung charakteristischer Oberflachenproteine in
FACS-Messungen untersucht. Mit diesem Vorgehen wurden zwei Ziele verfolgt. Zum
einen sollte die Expression von Oberflichenmarkern, welche mit der hamatopoetischen
Stammzellentwicklung korreliert sind, untersucht werden um die Wertigkeit und
Berechtigung des Modells hinsichtlich der physiologischen Nachbildung der frithen
Hamatopoese zu bestdtigen. Zum anderen wurde untersucht, ob sich moglicherweise
schon zu diesen sehr frilhen Zeitpunkten der EB-Entwicklung phanotypische
Unterschiede, im Sinne einer unterschiedlich ausgepragten Expression an
Oberflaichenmarkern, unter dem Einfluss von G-CSF feststellen lassen und mit den

Befunden der PCR-Messungen in dieser Arbeit korreliert werden kdnnen.
4.2.1 Nachweis der hamatopoetischen Stammzellentwicklung in den EBs

In der vorliegenden Arbeit ist es gelungen, die beginnende hamatopoetische Entwicklung
in einer in-vitro ES-Zellkultur durch die Bestimmung der Abfolge der Expression
typischer Oberflachenmarker nachzuverfolgen (Abb. 16-18). Zusatzlich wurde eine

erfolgreiche Blutzellentwicklung fortlaufend mikroskopisch kontrolliert und auch jeweils
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auf die Entwicklung kontrahierender Muskelzellen als Nachweis regelgerechter
mesodermaler Entwicklung geachtet. Untersuchungen der Expression von
Oberflaichenmarkern = zur  hdmatopoetischen = Charakterisierung  embryonaler
Stammzellentwicklung wurden vorher unter anderem in Arbeiten von Schmitt et al.

(113) und Ling et al. (71) vorgenommen.

An Tag 3 der EB-Entwicklung lassen sich mit CD117 und CD133 bereits Marker, welche
mit hamatopoetischer Stammzellentwicklung korreliert sind, auf einem relevanten
Niveau nachweisen (Abb. 16). CD117 gehort zu den am frithesten exprimierten
Rezeptoren zum Zeitpunkt der hdmatopoetischen mesodermalen Induktion, was
experimentell auch fiir die Ebene der in-vitro Kultivierung embryonaler Stammzellen
gezeigt wurde (121). Die CD117-Expression hamatopoetischer Stammzellen ist
entscheidend mit deren Fahigkeit zu Selbsterneuerung, Proliferation und
Ausdifferenzierung korreliert (118). Die Regulation der CD117-Expression ist dabei von
TAL1, dessen Rolle ebenfalls in der sehr frithen hamatopoetischen

Stammzelldifferenzierung liegt (siehe 4.2.2), abhangig (64).

Unsere Ergebnisse zeigen, dass CD117 im Gegensatz zu spezifischeren hamatopoetischen
Markern wie CD34, CD45 CD90 und CD135 bereits in einem relevanten Anteil an
EB-Zellen zu dem frithen Entwicklungszeitpunkt Tag 3 exprimiert ist (Abb. 16). Dies
weist darauf hin, dass um Tag 3 der EB-Entwicklung in-vitro tatsachlich das Auftreten
erster hamatopoetischer Stammzellinduktion vorliegt, ohne dass weiter differenzierte
hamatopoetische Zellen in der Kultur vorliegen. Dieser Befund ist insbesondere wichtig,
um die Ergebnisse der Genexpressionsstudien dieser Arbeit einzuordnen (vgl. Abb. 8, 9),
da somit weitestgehend Effekte auf hamatopoetischer Stammzellebene, insbesondere an

Tag 3 der EB-Entwicklung, untersucht werden konnten.

An Tag 3 und Tag 6 der EB-Entwicklung sind CD117 und Scal am stdarksten auf
hdamatopoetischen Vorlauferzellen exprimiert (vgl. Abb. 3) (71). An Tag 6 der
EB-Entwicklung fallt sowohl eine tendenziell stiarkere Expression von CD117 als auch
von CD13 in der G-CSF-stimulierten Gruppe auf (Abb. 17). Dies kann ein phanotypischer
Hinweis sein, die die Befunde der verstirkten Expression von Genen der
Stammzellproliferation,- differenzierung -und erhaltung wie Flk1l, HoxB4, Pu.l oder
TAL1 an Tag 3 widerspiegeln (vgl. Abb. 8, 11A). Das starkere Vorliegen des
Stammzellmarkers CD117, wie des myeloische Differenzierung anzeigenden Markers
CD13, weist darauf hin, dass G-CSF fiir die Regeneration und Proliferation friiher

hamatopoetischer Stammzellen moglicherweise essentiell ist, wobei sich dieser Effekt
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dann zu dem Zeitpunkt Tag6 schon in einem grofieren Pool an Zellen der
hamatopoetischen Differenzierung, gemessen an verstirkter CD13-Expression,
niederschldgt (Abb. 17). Ebenfalls zeigt sich im Vergleich der G-CSF-stimulierten Gruppe
zur Kontrollgruppe beim Vergleich auf Stammzellebene nach Auftrennung nach Scal-
Oberflaichenprotein, dass in der G-CSF-stimulierten Gruppe ein hdoheres

Expressionsniveau flir CD117 zu finden ist, als in der Kontrollgruppe (Abb. 19).

CD133 ist ein Marker verschiedener Stammzelltypen, darunter hdmatopoetischer
Stammzellen, wenn auch seine genaue Funktion noch unverstanden ist (120, 139). Neben
CD117 ist CD133 deutlich am stiarksten in der EB-Kultur an Tag 3 der Entwicklung
exprimiert (Abb. 16). Seine Expression ist an Tag 3 und im weiteren Verlauf nicht
zwischen den beiden Gruppen verschieden (Abb. 16-18). Dies kann in Zusammenhang
mit der weitgehenden Spezifitit der G-CSF-Wirkung auf hamatopoetische Entwicklung
und Differenzierung stehen, wobei ein ursichlicher Zusammenhang aufderhalb der

Reichweite der in dieser Studie erhobenen Daten liegt.

Die anderen an Tag 3 untersuchten Marker (CD34, 45, 90, 135) sind auf einem Niveau
von anteilig bis zu 1% positiver Zellen exprimiert, was zu diesem Messzeitpunkt
Befunden von Ling et al. entspricht (71). Erwdhnenswerter Weise ist der myeloische
Marker CD13 an Tag 3 der EB-Entwicklung ebenfalls nur marginal nachweisbar
(Abb. 16), was wiederrum fiir die Abwesenheit differenzierterer hamatopoetischer

Stamm- und Progenitorzellen in der Zellkultur spricht.

An Tag 6 der EB-Entwicklung, an welchem wie beschrieben viele weiter differenzierte
hamatopoetische Stamm- und Vorlauferzellen vorliegen (vgl. Abb.2), erweitert sich das
Spektrum exprimierter Marker wie in der Literatur u.a. von Keller et al. beschrieben (55).
CD117 ist dabei weiterhin der am starksten exprimierte Marker (Abb. 17), was mit den
Entwicklungsstadien der hauptsachlich vorliegenden hamatopoetischen Stammzellen
korreliert (vgl. Abb. 2, 3). Zudem sind nun erstmals die hamatopoetischen
Oberflachenmarker CD34, 45, 90 und 135 in einem relevanten Anteil exprimiert (Abb.
17). Dies spiegelt das Vorliegen hamatopoetischer Stammzellen des Stadiums der It-HSCs
und st-HSCs wider (vgl. Abb. 3) (13). Der Marker CD13 ist an diesem Tag mit einem Anteil
von ca. 5% an positiven Zellen exprimiert (Abb. 17). Dieser Befund, der das Vorliegen
differenzierterer hdmatopoetischer Progenitorzellen anzeigt (107), war fiir die
Untersuchung  der  Fragestellung  dahingehend  entscheidend, dass die
Auftrennungsversuche nach Scal fiir Tag 3 der EB-Entwicklung durchgefiihrt wurden

und nicht fir Tag 6.
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An Tag 6+5 der EB-Entwicklung liegen die Zellen erneut in weiterer Ausdifferenzierung
und grofierer differenzieller Heterogenitat vor (vgl. Abb. 2, 3). Dies dufdert sich in einer
Zunahme fast aller untersuchten Marker im Vergleich zu Tag 6 (Abb. 18) und ist auch so
von Ling et al. fiir CD117, CD45 und CD135 vorbeschrieben worden (71). Wie erwartet
steigt die Expression von CD13 am deutlichsten an, was die anteilsmafdige Verschiebung
des Vorherrschens weniger differenzierter Zellen an Tag 3 zu dem stiarkeren Vorliegen
hamatopoetisch differenzierter Progenitorzellen an Tag 6+5 widerspiegelt. Es ist auch
eine weitere Zunahme von CD117 festzustellen, welcher physiologisch als Marker auch in
der weiteren hdamatopoetischen Differenzierung vorhanden bleibt (vgl. Abb. 3, 16-18)

(71, 116).

Insgesamt bestdtigen die Befunde fiir Tag 3, 6 und 6+5 der EB-Entwicklung damit, dass
die Methode der FACS-Messung typischer Oberflichenmarker geeignet und sensitiv ist,
das Auftreten hamatopoetischer Entwicklung in dem in-vitro System embryonaler

ES-Zellkultivierung nachzuverfolgen.
4.2.2 Vergleich der Proteinexpression zwischen den Gruppen

Im Vergleich der G-CSF-stimulierten Gruppe zur Kontrollgruppe konnte an den
Messtagen 3, 6 und 6+5 der EB-Entwicklung kein signifikanter Unterschied in der
Proteinexpression festgestellt werden [Abb. 16-18, Tabelle V, VI (Anhang)].

An Tag 3 ist das Gesamtniveau der Expression noch sehr gering, so dass hier auf
phdnotypischer Ebene ein signifikanter Unterschied in der Marker-Expression nur durch
einen sehr ausgepragten Zytokineffekt deutlich werden wiirde. Es ist weiterhin zu
vermuten, dass sich der Effekt von G-CSF in den Untersuchungen der differenziellen
Genexpression fiir Tag 3 (siehe 4.2) moglicherweise auch deshalb nicht auf Proteinebene
niederschlagt, da die Stammzellregulation immer durch ein Zusammenspiel
verschiedener Faktoren beeinflusst wird (44, 54). Arbeiten von Heyworth et al. und
Kaur-Bollinger et al. legen nahe, dass Zytokine wie G-CSF mdoglicherweise die
Stammzellregulation dahingehend beeinflussen, dass die Stammzellen auf einen
zusatzlichen Stimulus mit einer maximalen proliferativen Antwort reagieren konnen (43,
54). Solche Effekte, die sich beispielsweise in gednderten Genexpressionsmustern
niederschlagen, waren dann auf systemischer Ebene, wie sie diese Untersuchung

darstellt, mit dem Regime einer Monostimulation deutlich schwieriger darzustellen.
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Die Ergebnisse aus den Versuchen nach Scal-Purifizierung des Zellpools an Tag 3 weisen
ebenfalls auf keine signifikante Tendenz beziiglich eines Expressionsunterschiedes
hdamatopoetischer Proteine zwischen den beiden Gruppen hin (Abb. 19-22). Es zeigt sich
aber, dass beide Gruppen fiir CD117 die stiarkste Koexpression mit Scal aufweisen

(Abb. 19), was fiir die frithe hamatopoetische Stammzelldifferenzierung postuliert wird

(vgl. Abb. 3) (13, 48).

An den folgenden Tagen 6 und 6+5 der EB-Entwicklung lassen sich weiterhin keine
signifikanten Unterschiede in der Oberflichenmarker-Expression zwischen den beiden
Gruppen feststellen. An diesen Tagen liegen deutlich weiter differenzierte Zellen als an
Tag 3 vor. Da in der Entwicklung zu Tag 6 und Tag 6+5 weiterhin optimale
Wachstumskonditionen vorliegen, bleibt fraglich, ob sich der Effekt von G-CSF auf die
genetische Regulation hamatopoetischer Stammzellen zu diesen Zeitpunkten auch in
messbar verdnderten Zusammensetzungen des hamatopoetischen Zellpools
niederschlagen wiirde. Moglicherweise fiihrt G-CSF erst bei suboptimalen Bedingungen
zu einer anteilsmafdig vermehrten Regeneration, Proliferation und Differenzierung

hdamatopoetischer Stammzellen (83, 109).

Wie in Abschnitt 4.2.1 erlautert, sind die Expressionsbestimmungen von
Oberflachenproteinen im FACS sehr gut geeignet festzustellen, ob die Meilensteine der
Hamatopoese regelgerecht in der embryonalen Entwicklung in-vitro nachvollzogen
werden. Fiir die Detektion feiner Regulationsunterschiede unter Zytokinstimulation, wie
sie die RT-PCR auf genetischer Ebene leisten kann, bleibt die Weiterentwicklung
molekularbiologischer Methoden aber wichtig, da feine Veranderungen des Wachstums-
und Differenzierungsverhaltens hamatopoetischer Stamm- und Vorlauferzellen auf der

Proteinebene ganzer, intakter Zellen so noch nicht sicher nachgewiesen werden konnten.
4.3 Methodische Uberlegungen

Das in-vitro System muriner ES-Zellkultivierung in Embryoid Bodies, wie von
Doetschmann etabliert (21, 78, 113), stellt ein wichtiges System der in-vivo dhnlichen
in-vitro Nachbildung der frithen Embryogenese dar (104, 132). Es ermoglicht eine unter
definierten Bedingungen wiederholbare Untersuchung des Einflusses von Zytokinen auf

die Stammzellentwicklung -und differenzierung (71, 84, 113).

Der Ausgangspunkt zu der vorliegenden Fragestellung war, ob G-CSF neben der

bekannten differenzierungsfordernden Wirkung auf hamatopoetische Zellen der
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myeloischen Reihe und auf hamatopoetische Progenitorzellen, auch einen direkten oder
indirekten Einfluss auf die Stammzellentwicklung zu sehr frithen Zeitpunkten der
Hamatopoese austlibt. Fir die Wahl der zur Beantwortung dieser Fragestellung
geeigneten Methode ware es moglich gewesen, die Untersuchungen an aus dem
Knochenmark adulter Mause isolierter It-HSCs, welche in der Embryonalentwicklung ab
Tag 3-5 (siehe Abb. 2) entstehen und dann lebenslang nach Migration ins Knochenmark
(sieche Abb. 1) als definitive Stammzellen der Hamatopoese fungieren, durchzufiihren
(13). Eine Auftrennung der hamatopoetischen Zellen und der Versuch der Isolierung von
Stammzellen, wie z.B. der It-HSCs, ist zwar ein gingiges Verfahren, es existieren aber
innerhalb dieser Zellen sowohl viele Untergruppen mit teilweise kontraren Eigenschaften
(138), als auch immer ein nicht bekannter, betrachtlicher Anteil schon weiter
differenzierter Zellen in der Zellkultur. Entscheidend war die Uberlegung, dass die
1t-HSCs im Knochenmark immer nur vereinzelt vorliegen und nur eine Zelle von ca. 10*
als 1t-HSC zu bezeichnen ist und zudem eine schon weitere Ausdifferenzierung der

1t-HSCs zu st-HSCs eines nicht bekannten Anteils in Knochenmarkisolaten vorliegt (129).

Aus diesem Grunde wurde in der vorliegenden Arbeit ein System embryonaler
Stammzellen verwendet. Dieses ermoglichte es zu den frithen Messzeitpunkten,
insbesondere an Tag 3 der EB-Entwicklung, dass keine weiter differenzierten
Stammzellen der hamatopoetischen Linie in der Zellkultur vorhanden sind. Dies zeigt
sich konkret u.a. in dem Fehlen des myeloischen Markers CD13 und anderer Marker
hamatopoetischer Differenzierung wie CD34, CD90 oder CD135 an Messtag 3 (siehe Abb.
16 und Abschnitt 4.2) und dem dazu kontrastreichen Auftreten der CD13-Expression an
Tag 6 der Entwicklung (siehe Abb. 17). Zudem wird die fiir eine explorative
Untersuchung auf systemischen Level bendtigte hohe Anzahl an interessierenden frithen
hamatopoetischen Stammzellen durch dieses System effizient und effektiv produziert

(55, 57).

Ein weiterer Vorteil liegt in der Art der Zellkultur, der Nachformung der embryonalen
Entwicklung in Embryoid Bodies (siehe 2.2.3). Fiir dieses etablierte System kann von
einem in-vivo dhnlichen in-vitro System ausgegangen werden (57), welches ein hohes
Maf$ an Vergleichbarkeit zu Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen sowie eine sehr gute
Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen, voneinander unabhdngigen Versuchen
gewahrleistet. Trotz der inhdrenten Variabilitit des biologischen Systems der
embryonalen ES-Zellkulturen zeigen u.a. Arbeiten von Dang et al. und Mansergh et al,,

dass die in-vitro Zellkulturen sehr gut fiir Untersuchungen zu genetischen
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Regulationsmechanismen geeignet sind, gerade wenn fiir die Untersuchungen grofe
Zellzahlen bendtigt werden oder wenn, wie in der vorliegenden Arbeit, eine explorative,
hypothesen-generierende Untersuchung zu Zusammenhdngen genetischer Regulation

durchgefiihrt werden soll (17, 75).

Die Ereignisse und Entwicklungen zu Beginn der embryonalen Entwicklung verlaufen in
einem hohen Tempo und mit einer grofden Ereignisdichte. Bei der experimentellen
Durchfiihrung wurde daher darauf geachtet, dass die einzelnen Schritte in der Zellkultur
mit Prakultivierung, Setzen der Hdngenden Tropfen, Ernte und den diversen Messungen
(siehe 2.2.3) auch an stets denselben Tageszeiten durchgefiihrt wurden. Allerdings wird
in dieser Arbeit der Unterschied zwischen zwei Gruppen vergleichsweise untersucht, so
dass systemische Fehler hier weniger ins Gewicht fallen wiirden. In der vorliegenden
Arbeit ist es aber beispielsweise in den PCR-Messungen des Gesamtpools an Zellen
gelungen, Genregulationsunterschiede, die sich im Mittelwert auf Gruppenebene zeigen
(Abb. 8-10), auch im Verlauf iiber die drei Messtage in den jeweiligen Einzelversuchen
(Abb. 11A,B) und =zusatzlich auf Ebene aufgereinigter Stammzellen (Abb. 12)

nachzuverfolgen.

In den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten sind zwei Befunde aus den
Auftrennungsversuchen nach Scal-Oberflichenprotein auffillig. Es zeigt sich in den
RT-PCR-Messungen eine vergleichsweise hohe relative Genexpression in der
Scal-Negativfraktion der Kontrollgruppe im Vergleich zur Negativfraktion der G-CSF-
stimulierten Gruppe (Abb. 13), sowie im Vergleich zur Scal-Positivfraktion der
Kontrollgruppe (Abb. 15). Ein dhnlicher Befund zeigt sich bei den FACS-Messungen, bei
welchen wiederrum die Scal-Negativfraktion ein hohes Niveau an Expression fast aller
gemessenen Marker aufweist, die nicht durch die Betrachtung der Messungen des
Gesamtpools geernteter Zellen nachvollzogen werden kénnen (Abb. 20, 22, 16-18). Das
Expressionsniveau ist in der Scal-Negativfraktion deutlich hoher als in der Gruppe der
Scal-positiven Zellen der Kontrollgruppe oder der Scal-positiven Zellen der G-CSF-
stimulierten Gruppe (Abb. 19, 21).

In der Uberpriifung der experimentellen Bedingungen, wie u.a. der eingesetzten
Zellzahlen pro Ansatz, der verwendeten Antikorper, etc. konnten keine Ursachen, die in
der methodischen Durchfithrung begriindet sein konnten, gefunden werden. Wenn auch
der Vergleich der Scal-purifizierten Zellen der entscheidende Teil der Analyse ist,
bleiben genannte Beobachtung dennoch nachdenkenswert. Da in dem

Auftrennungsprotokoll (vgl. 2.2.4) selbst verschiedene Antikérper verwendet werden,
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kann vermutet werden, dass es hier zu einer nicht geniigenden Aufreinigung der Proben
nach der Prozedur fiir die Durchflussfraktionen (Negativfraktionen) gekommen sein
kann, welches sich in RT-PCR wie in den FACS-Messungen gleichgerichtet
niedergeschlagen hat. Auch eine Verdnderung der Zellintegritit kommt trotz der

Kontrolle der Vitalitat mit Trypanblau als mogliche Fehlerquelle in Betracht.

Insgesamt wurden in Abschnitt 4.2 daher mehrheitlich die Befunde der FACS-Messungen
aus dem Gesamtpool geernteter Zellen (Abb. 16-18) und aus dem Vergleich der
purifizierten Zellen (Abb. 19, 21) diskutiert, was gleichfalls fiir die PCR-Messungen gilt
(Abschnitt 4.1; Abb. 12, 14).

4.4 Ausblick

Der in dieser Arbeit untersuchte Effekt von G-CSF auf die frithe hdamatopoetische
Entwicklung und auf die hamatopoetische Stammzellerhaltung, -differenzierung
und -proliferation ist von herausstehendem, aktuellem Interesse. Von Seiten anderer
Arbeitsgruppen wurden in den letzten fiinf Jahren Ergebnisse publiziert, die einen
regenerationsfordernden Effekt von G-CSF auf Ebene von neuronalen oder kardialen
Stammzellen beschreiben. Entsprechend wird G-CSF in verschiedenen Stufen klinischer
Studien beim ischamischen Schlaganfall, bei schwerer Sepsis oder bei schwerer
Herzinsuffizienz nach Herzinfarkt eingesetzt (119, 122, 123). Obwohl das
hamatopoetische System und hamatopoetische Stammzellen historisch zu den am
meisten und langsten erforschten Gebieten der Stammzellforschung gehoéren, ist ein
Effekt von G-CSF auf die Stammzellerhaltung friiher, undifferenzierter hamatopoetischer
Stammzellen noch nicht beschrieben worden. In dieser Arbeit konnte auf Ebene der
entscheidenden Gene hamatopoetischer Stammzellregulation erstmals Hinweise auf
einen solchen Effekt fiir G-CSF in einem definierten System einer murinen, embryonalen
Stammzellkultur gezeigt werden. Fiir weitere Forschung ist daher sowohl die Frage der
Ubertragbarkeit der Ergebnisse in ein in-vivo System von Bedeutung, als auch die Frage,
in wieweit die in dieser Arbeit untersuchten Mechanismen fiir die hamatopoetische

Stammzellphysiologie im adulten Organismus von Bedeutung sind (48, 106).

Die Identifizierung der Faktoren, unter denen embryonale, pluripotente Stammzellen in
in-vitro Kultivierung den Prozess der Himatopoese vollstdandig, effektiv und fortwahrend
nachbilden, ist ein weiterer Zweig aktueller hamatologischer Forschung. Hier bleibt in
zukiinftigen Forschungsarbeiten zu klaren, ob die Stimulation der in-vitro Kultur

embryonaler Stammzellen mit anderen Zytokinen wie z.B. IL3, IL6 oder SCF in
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Kombination mit G-CSF, Effekte auf systemischer Ebene, wie in dieser Arbeit untersucht,
sichtbar macht. Ferner steht die Verwendung dieser Erkenntnisse fiir die
Weiterentwicklung der Methoden der autologen Stammzelltransplantation und des tissue
engineering im Sinne der in-vitro Bildung transplantationsfahiger Blutbestandteile im

Vordergrund.

Auch fir die aktuelle Forschung hinsichtlich der Regulation hamatopoetischer
Stammzellen in der Stammzellnische im adulten Knochenmark ergeben sich aus dieser
Arbeit Anknilipfungspunkte hinsichtlich der Regenerationsfihigkeit der Stammzellen
unter Einfluss des G-CSF. Ein direkter Gesichtspunkt fiir weitere Forschung ergibt sich
aus der Frage, wie sich die unter G-CSF beobachtete genetische Regulation
hamatopoetischer Entwicklung auf phanotypischer Ebene abbilden und nachweisen
lassen kann. Die Isolation von Stammzellen aus dem embryonalen Mesoderm der aorto-
gonadalen Mesonephrosregion zu Anbeginn der hdmatopoetischen Induktion und die
Charakterisierung ihres Proteinexpressions-Spektrums, wie ihres Wachstums- und
Differenzierungsverhaltens, werden derzeit intensiv untersucht. Die Untersuchung eines
Einflusses von G-CSF auf Zellen dieser Isolierungsqualitit sind direkte

Ankniipfungspunkte, die sich aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ergeben.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Doktorarbeit beschaftigt sich mit der Frage nach dem Einfluss des
Zytokins Granulozyten-Kolonien-stimulierender Faktor (G-CSF) auf die Entwicklung,
Differenzierung, Erhaltung und Selbsterneuerung von embryonalen Stammzellen und
daraus entstehenden hdmatopoetischen Stamm- und Vorlduferzellen. Methodisch wurde
die Hamatopoese durch das in-vivo dhnliche Modell der in-vitro Kultivierung muriner
embryonaler E14-Stammzellen in Embryoid Bodies (EBs) nachgebildet. Unter definierten
Kulturbedingungen kann in diesem Modell die murine Embryogenese in-vitro

nachgebildet werden, wobei alle 3 Keimblatter regelgerecht entwickelt werden.

Die Stammzellen wurden mit oder ohne G-CSF-Supplementierung fiir insgesamt 11 Tage
geziichtet. An den Tagen 3, 6 und 6+5 (entspricht Tag 11) wurden die Zellen jeweils
geerntet. Fiir die Analyse der genetischen Regulation unter dem Einfluss von G-CSF
wurde die Methode der quantitativen Real Time-PCR gewahlt. Zusatzlich wurden die
geernteten Zellen in FACS-Messungen nach der Expression typischer Oberflichenmarker,
die mit der hamatopoetischen Entwicklung korreliert sind, charakterisiert. In einem
weiteren Schritt wurden die geernteten Zellen einer Auftrennung an magnetischen
Saulen mit MACS Micro-Beads nach dem Vorhandensein des Scal-Oberflichenproteins

unterzogen und anschliefend wiederum in PCR- und FACS-Messungen charakterisiert.

Die Ergebnisse der Arbeit weisen auf einen Einfluss von G-CSF auf die hamatopoetische
Genregulation zu dem frithen Zeitpunkt Tag 3 der Stammzellentwicklung hin. Gene der
hamatopoetischen Stammzellerhaltung, -differenzierung und -proliferation sind unter
dem Einfluss von G-CSF verstarkt exprimiert, wahrend fiir Gene des Zellzyklus und der
endothelialen und angiopoetischen Entwicklung keine Regulationsunterschiede
nachgewiesen wurden. Dieser Befund zeigt sich in der Analyse der gesamten
Zellpopulation, wie auch im Vergleich der Scal-purifizierten Stammzellen. Die
FACS-Messungen zeigen, dass das verwendete Stammzellmodell die beginnende
Hamatopoese im murinen Embryo erfolgreich nachbildet. Die typischen Marker der
hamatopoetischen Entwicklung treten sequentiell auf den Zellen der EBs zu den
einzelnen Erntetagen auf, wobei sich bereits auf Proteinebene in der Tendenz gezeigt hat,
dass sich der hamatopoetische Stammzellpool unter G-CSF-Supplementierung schon an

Tag 6 der Entwicklung nachweisbar vergrofiert hat.
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Die vorliegende Arbeit liefert damit Hinweise, dass G-CSF eine bisher nicht
charakterisierte Wirkung auf Selbsterneuerung, Proliferation und Differenzierung bereits

sehr frither, wenig differenzierter hamatopoetischer Stamm- und Vorlauferzellen hat.
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7 Anhang

7.1 G-CSF-Rezeptor

Zellmembran

PI3'-
Kinase

Zellliberleben

Ras
MAPK

Proliferation

Differenzierung

Abb. I: G-CSF-Rezeptor mit Signaltransduktionwegen; schwarze Pfeile stellen aktivierende Wege,
rote Pfeile inhibitorische Wege dar; Bei Bindung von G-CSF an der Immunglobulindomane (IG) des
Rezeptors kommt es durch Rezeptordimerisierung zur Aktivierung intrazellularer Signalkaskaden.
Dabei binden an die Box 1- und Box 2-Domanen des G-CSF-Rezeptors, der selbst keine intrinsiche
Kinasenaktivitdt besitzt, verschiedene Arten von Kinasen. Darunter sind Mitglieder der
JAK-Tyrosin-Kinasen (JAK: Januskinase) wie Jak 2, und Mitglieder der Src-Kinasen Familie (Src:
sarcoma) wie Lyn und Hck (Lyn-Protein Tyrosinkinase, Hck-Protein Tyrosinkinase). Unter den
intrazelluldren Signalwegen, die aktiviert werden, sind der JAK/Stat-Signalweg (Stat:
Signaltransduktoren und Aktivatoren der Transkription), der Proteinkinase3-Signalweg (PI'3-
Kinase) und der Ras/MAP-Kinasen Weg (Ras: rat sarcoma, MAP: Mitogen Activated Protein)
dargestellt. Exemplarisch ist fur den JAK/Stat-Signalweg die Phosphorylierung eines Stat3-
Proteins, welches an einer der 4 charakteristischen Tyrosinreste-Bindungsstellen des Rezeptors
(Y704, Y729, Y744, Y764) binden kann, durch JAK2 gezeigt. Das phosphorylierte Stat3-Protein
(Stat3-P) aktiviert dann im Zellkern die Transkription entsprechender Zielgene. Simultan werden
inhibitorische Signalwege und Proteine aktiviert, darunter Uber direkte Bindung an eine
phosphorylierte Tyrosinrest-Bindungsstelle des Rezeptors (Y704, Y729, Y744 oder Y764) SOCS3
(Suppressor of Cytokine Signalling), sowie indirekt Ship (SH2-containing inositol phosphatase). Die
Rezeptoraktivierung setzt unterschiedliche, fein regulierte Signalkaskaden in Gang, welche
entscheidende Zellfunktionen wie Differenzierung, Zellregeneration und Proliferation regulieren.
Abb. modifiziert nach Roberts (109) und Sampson et al. (111).
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7.2 Ubersicht untersuchter Gene, Genprodukte und Oberflichenmarker

7.2.1 wichtige Oberflachenproteine als Marker der ES-Zellentwicklung

Tabelle I: Darstellung der in den FACS-Messungen (siehe 3.3) untersuchten Oberfldchenproteine
mit zelltypischer Expression und ihren bisher beschriebenen Funktionen.

Oberflachenprotein

exprimierende Zellen

Funktion

CD34

Hamatopoetische Stamm-

und Progenitorzellen (97);

transmembrandses Zell-Zell-
Adhasionsprotein (Sialomucin-Familie);
eigentliche Funktion noch nicht identifiziert

(36);

CD90 (Thy1)

Hamatopoetische Stamm-
und Progenitorzellen;
[t-HSCs im adulten
Knochenmark; erythroide
und myeloide
Vorlauferzellen; auch in
nicht-hamtopoetischen
Gewebe wie neuronalem
Gliagewebe exprimiert

(108);

Protein der Zelloberflache, welches fiir die
Zell-Zell-Interaktion wichtig ist und an der
Regulation verschiedener Zellprozesse wie
Proliferation, Inflammation,
Differenzierung, Apoptose, etc. (108)
beteiligt ist;

Differenzierungsantigen der
Selbsterneuerungsfahigkeit

hdamatopoetischer Stammzellen (13);

CD13

(Aminopeptidase M)

Hamatopoetische
Progenitorzellen,
Granulozyten, Monozyten,

Endothel-Zellen (10, 107);

Marker der myeloischen
Zelldifferenzierung; Membranprotein und
Enzym, welches an der Regulation des

Zellzyklus beteiligt ist (72);

CD45

Hamatopoetische
Progenitorzellen;

Lymphozyten (95);

Protein-Tyrosin-Phosphatase, welche in
hamatopoetischen Zellen und Lymphozyten
Uber Kinasen der Src-Familie Zellprozesse
wie Wachstum und Differenzierung

reguliert (41);

CD117 (c-kit)

unterschiedlich starke
Expression auf ES-Zellen,

HPCs, HSCs (71, 121);

Rezeptor-Tyrosinkinase; Ligand:
Stammzellfaktor (SCF); wichtige Rolle fur
die Proliferation und Differenzierung von

Stammzellen (118); Protoonkogen;
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CD133 Hamatopoetische Stamm- transmembranes Glykoprotein; wird bei der
und Progenitorzellen, Stammzellanreicherung nach Apharese von
andere Stammzellarten, Stammzellen aus dem Blut neben CD34 als
darunter neuronale adulter Stammzellmarker verwendet (32,
Stammzellen (139); 120);

CD135 Hamatopoetische Stamm- FIt-3 Rezeptor vom Tyrosinkinasen Typ;

und Progenitorzellen (13);

Marker fir Differenzierung und
Selbsterneuerungsfahigkeit
hamatopoetischer Stammzellen; Rezeptor-
Stimulation wirkt synergistisch zu anderen
Tyrosinkinasen-Rezeptoren in der
hdamatopoetischen Entwicklung, darunter

dem G-CSF-Rezeptor (13);

7.2.2 Ubersicht der untersuchten Gene und ihrer entwicklungsspezifischen Funktion

Tabelle 1I: Ubersicht der in den RT-PCR-Messungen untersuchten Gene, Genprodukte und ihrer
entwicklungsspezifischen Funktion in der frihen embryonalen, hamatopoetischen Entwicklung.

Gen

Genprodukt

Funktion

HoxB4
(Homeobox B4 Gen)

Transkriptionsfaktor mit
einer Homeobox-DNS-

bindenden Domane;

Stammzellregeneration und —erhaltung (4, 8);

TAL1 (Scl)

(T-Zell akutes
lymphozytisches
Leukdmie-Protein 1;
Scl: stem cell

leukemia gene)

Transkriptionsfaktor

Expression fir die Initiation der embryonalen

Hamatopoese entscheidend (73, 146);

Gata2

Transkriptionsfaktor der
Gata-Familie, welche an
einem typischen Gata-

Motiv der DNS bindet;

Transient auf den Stufen hamatopoetischer
Stamm- und Progenitorzellen exprimiert;
weitere hamatopoetische Ausdifferenzierung
wird von Runterregulation von Gata2

begleitet (87, 88);
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VE-Cadherin
(Vaskulo-

Endotheliales

CD144, Glykoprotein der

Zelloberflache;

Zell-Adhasionsprotein; besondere Bedeutung
fur die Endothelzell-Permeabilitat;

Genexpression entscheidend fiir die

Cadherin) Strukturbildung sich neu entwickelnder
GefaRe (133);
Flk1 VEGF-R-2 (Vascular FIk1l-exprimierendes Mesoderm ist

(Fetale Leberkinase Endothelial Growth Entstehungsort der definitiven

1) Factor Receptor 2) Hamangioblasten und der definitiven It-HSCs
(vgl. Abb. 1, 3 und 4); Rezeptor vermittelt
zusammen mit VEGF-R-1 die VEGF Wirkung
auf Zellwachstum- und differenzierung (112);

HoxD3 Transkriptionsfaktor (vgl. | Regulator der Angiogenese (6);

(Homeobox D3 Gen)

HoxB4)

PECAM-1
(Platelet-Endothelial
Cell Adhesion
Molekul-1)

Pu.1

CD31 (transmembrandses

Zelladhasionsmolekiil)

Transkriptionsfaktor

Modulator der Zellmigration und Zell-Zell-
Adhésion;

wichtige Rolle in der Angiogenese;
Endothelzellmarker in der Vaskulo- und
Angiogenese in der ES-Zellentwicklung

(19, 50, 93);

Beteiligung an der Regulation der
Differenzierung, Proliferation und Erhaltung
der Entwicklung hamatopoetischer
Stammzellen; dosisabhadngige Regulation der
Linien-Spezifizierung hdmatopoetischer

Progenitorzellen (49);

Cyclin D1

Regulator der cdks 4 und
6 (cdk: cyclin-dependent

kinases);

Regulation des Zellzyklus am Ubergang der G1
in die S-Phase (G1: gap 1, S: Synthese) (14);

EGR1
(early growth

response protein 1)

Protein des Zellnukleus,

Transkriptionsfaktor;

Protein der Transkriptionskontrolle; auch als
Tumorsuppressorgen identifiziert (66);

friih in der Angiogenese exprimiert; nimmt
dabei Schlisselrolle in der Regulation
mikrovaskuldren Zellwachstums und der
Neovaskulogenese tUber FGF-2 (Fibroblast

Growth Factor-2) ein (27, 61);
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FLI1 Transkriptionsfaktor friiher Endothelzellmarker (33);
(Friend Leukemia im Komplex mit Lmo2 und ERG bei der

Virus Integration 1)

Entstehung der T-Zell akuten lymphatischen

Leukamie beteiligt (98);

ERG
(Ets-Related Gene)

Transkriptionsfaktor

regulatorischer Komplex mit FLI1 und Lmo2
(siehe FLI1);
Modulator der endothelialen

Zelldifferenzierung (81);

Epo
(Erythropoietin-Gen)

Lmo4
(LIM-domain only 4-

protein)

Erythropoietin (Epo)

Transkriptionsfaktor

hauptsachlicher Regulator der
Erythrozytenproduktion (68);

Epo hat keinen Einfluss auf die
Differenzierung hamatopoetischer
Stammzellen (140);

der Beginn der definitiven Himatopoese in
der fetalen Leber ist mit dem erstmaligen
Auftreten von Epo im peripheren Blut
korreliert und an das Vorhandensein des Epo-
Rezeptors gebunden (65);

Regulation hamatopoetischer und neuronaler

Stammzellentwicklung (131);

Lmo2
(LIM-domain only 2-

protein)

Transkriptionsfaktor

Regulator der embryonalen und definitiven
hamatopoetischen Stammzellentwicklung;
keine Bedeutung in reiferen

hamatopoetischen Zellen (60);
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7.3 Auflistung aller Versuchsreihen mit den entsprechenden Messwerten

7.3.1 RT-PCR ohne Auftrennung

Tabelle llI: Ubersicht der in der RT-PCR gemessenen Gene mit dem Mittelwert (MW) der Ratio der
Hochregulation (siehe Tabelle 1) aus den je vier Versuchen (fir Epo n=2, kein p-Wert berechnet)
an den Messtagen t3, t6 und t6+5 mit Standardabweichung und P-Werten (nicht-parametrischer
Mann-Whitney U-Test) fir den Gesamtpool der geernteten Zellen (siehe 2.2.6 und 3.2).

Gen t3 t6 t6+5
Gata2 MW 3,95 0,99 0,67
Standardabweichung
(StAbw) 3,86 0,56 0,55
P-Wert 0,06 0,89 0,34
Epo MW 1,47 0,72 0,70
StAbw 0,40 0,80 0,03
P-Wert - - -
HoxB4 MW 1,94 0,86 0,43
StAbw 0,74 0,60 0,24
P-Wert 0,03 0,69 0,20
Lmo2 MW 2,11 1,15 0,76
StAbw 1,62 0,31 0,18
P-Wert 0,34 0,89 0,69
CyclinD1 MW 1,20 1,14 0,99
StAbw 0,32 0,09 0,19
P-Wert 0,89 0,49 0,89
Pu.1 MW 3,48 1,31 0,41
StAbw 3,15 0,37 0,31
P-Wert 0,03 0,89 0,34
TAL1 MW 2,08 1,00 0,68
StAbw 1,16 0,74 0,53
P-Wert 0,11 0,89 0,69
Lmo4 MW 1,33 1,21 1,17
StAbw 0,43 0,22 0,40
P-Wert 0,49 0,69 1,00
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Flk1 MW 2,20 1,18 0,62
StAbw 0,93 0,58 0,40
P-Wert 0,11 0,89 0,69
HoxD3 MW 3,74 1,05 0,59
StAbw 3,22 0,73 0,40
P-Wert 0,06 0,69 0,34
CD144 MW 2,38 0,79 0,78
StAbw 0,64 0,55 0,53
P-Wert 0,11 0,69 0,69
EGR1 MW 1,35 0,98 1,07
StAbw 0,26 0,24 0,53
P-Wert 0,89 1,00 0,89
FLI1 MW 2,58 0,79 0,68
StAbw 1,05 0,44 0,23
P-Wert 0,20 0,69 0,11
KDR MW 1,77 2,38 0,69
StAbw 0,67 2,91 0,36
P-Wert 0,11 0,69 0,69
PECAM MW 2,00 0,98 0,57
StAbw 1,46 0,28 0,30
P-Wert 0,69 0,34 0,69
ERG MW 2,62 1,04 0,58
StAbw 2,25 0,91 0,40
P-Wert 0,20 0,88 0,34
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7.3.2 RT-PCR mit Auftrennung der Zellen durch MACS Micro-Beads

Tabelle IV: Ubersicht der in der RT-PCR gemessenen Gene mit dem Mittelwert (MW) der Ratio der
Hochregulation (siehe Tabelle 1) nach Auftrennung der an Tag 3 geernteten Zellen nach Scal-
Oberflachenprotein.

Gen Scal- Scal- G-CSF- Kontrollgruppe

Positivfraktionen Negativfraktionen stimulierte (Scal +/Scal -)

(G-CSF/Ko) (G-CSF/Ko) Gruppe
(Scal +/ Scal -)

Gata2 1,48 0,30 2,27 0,45
Epo 1,27 0,12 9,42 0,87
HoxB4 5,04 0,14 5,28 0,09
Lmo2 2,06 0,39 1,31 0,27
CyclinD1 0,59 0,35 8,91 5,36
Pu.l 9,25 0,04 8,09 0,03
TAL1 4,13 0,05 4,80 0,06
Lmo4 0,38 0,80 0,85 1,79
Flk1 29,89 0,01 35,30 0,02
HoxD3 2,96 0,09 4,15 0,12
CD144 4,02 0,06 10,47 0,15
EGR1 0,44 0,51 1,96 2,31
FLI1 4,00 0,43 1,27 0,14
KDR - 0,19 - 0,27
PECAM 0,37 0,25 1,44 0,98
ERG 1,02 1,01 1,00 1,00
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7.3.3 FACS-Messungen ohne Auftrennung

Tabelle V: Ubersicht der in den FACS-Messungen bestimmten Oberflichenproteine als Anteil der
fir ein Protein positiven Zellen an dem Gesamtpool an Zellen fir t3, t6 und t6+5 der EB-
Entwicklung mit Mittelwert (in %), Standardabweichung (in %, absolut) und P-Wert (nicht-
parametrischer Mann-Whitney U-Test).

Oberflachenprotein d3-GCSF | d3-Ko | d6-GCSF | d6-Ko d6+5- d6+5-
GCSF Ko
CD34 MW 0,06 0,27 1,25 0,62 2,37 2,33
StAbw 0,09 0,42 1,09 0,43 0,55 0,35
P-Wert 0,61 0,63 0,82
CD90 MW 0,28 0,34 0,56 0,58 0,65 1,05
StAbw 0,43 0,25 0,92 1,13 0,64 0,21
P-Wert 0,75 0,67 -
CD34+90 MW 0,10 0,18 0,20 0,15 0,30 0,45
StAbw 0,12 0,24 0,18 0,24 0,28 0,07
P-Wert 0,87 0,77 -
CD13 MW 0,30 0,63 3,00 1,53 14,30 16,90
StAbw 0,00 0,32 1,21 1,45 3,39 1,13
P-Wert 0,06 0,27 -
CD45 MW 0,13 0,37 0,43 0,23 1,90 2,20
StAbw 0,06 0,21 0,32 0,15 0,57 0,42
P-Wert 0,12 0,51 -
CD13+45 MW 0,13 0,37 0,37 0,20 0,85 0,60
StAbw 0,06 0,21 0,29 0,10 0,92 0,57
P-Wert 0,12 0,64 -
CD117 MW 3,72 4,20 6,96 5,44 14,85 14,35
StAbw 4,82 3,84 4,24 3,43 0,64 0,07
P-Wert 0,67 0,60 -
CD133 MW 3,18 2,66 0,88 0,86 2,45 2,40
StAbw 3,59 2,04 0,36 0,61 1,91 2,12
P-Wert 0,92 1,00 -
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CD135 MW 0,13 0,53 1,03 1,80 0,8 6,9
StAbw 0,15 0,21 1,01 2,21 - -
P-Wert 0,12 0,82 -

7.3.4 FACS-Messungen mit Auftrennung der Zellen durch MACS Micro-Beads

Tabelle VI: Ubersicht der in den FACS-Messungen bestimmten Oberflichenproteine als Anteil der
fr ein Protein positiven Zellen an den gemessenen Zellen (in %), nach Auftrennung der an Tag 3
geernteten Zellen nach Scal-Oberflachenprotein.

Oberflachen- Scal- Scal- Scal- Scal-
protein Positivfraktion Negativfraktion Positivfraktion | Negativfraktion
(G-CSF) (G-CSF) (Ko) (Ko)
CD34 1,2 0,7 1,9 2,5
CD90 2,1 0,6 2,6 0,8
CD34+90 0,9 0,1 1,3 0,2
CD117 18,0 24,0 12,4 29,8
CD133 5,7 6,4 6,7 33,8
CD135 2,2 0,0 0,6 0,7
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7.3.5 Zytokinarray Tag 3 der EB-Entwicklung

Tabelle VII: Darstellung der gemessenen Zytokinexpression in einem Versuchsansatz einer
ES-Zellkultur an Tag 3 der EB-Entwicklung fir G-CSF-stimulierte Versuchsgruppe und
Kontrollgruppe (,-° : keine Expression; ,(+)‘: minimale, nachweisbare Expression; ,+": niedrige
Expression; ,++": starke Expression; ,+++": sehr starke Expression):

Zytokin (mit Expression Zytokin (mit Expression
Alternativbezeichnungen) G-CSF / Ko Alternativbezeichnungen) G-CSF / Ko
Positivkontrolle +++/+++ Negativkontrolle -/-
Positivkontrolle +++/+++ Positivkontrolle +++/+++
BLC (CXCL13/BCA-1) -/- C5a -/-
(Komplementfaktor 5a)
G-CSF -/- GM-CSF (+)/(+)
1-309 (CCL1/TCA-3) -/- Eotaxin (CCL11) -/-
sICAM-1 (CD54) ++/++ IFN-y +/+
IL-1a (IL-1F1) +/+ IL-1B (IL-1F2) -/-
IL-1ra (IL-1F3) -/- L2 /-
IL-3 -/- L4 -/-
IL-5 -/- 16 -/-
IL-7 -/- L IL-10 -/-
IL-13 -/- | IL-12 p70 -/-
IL-16 -/- IL-17 -/-
IL-23 -/- IL-27 -/-
IP-10 (CXCL10/CRG-2) -/- I-TAC (CXCL11) -/-
KC +/+ M-CSF (+)/(+)
JE (CCL2/MCP-1) +/+ MCP-5 (CCL12) -/-
MIG (CXCL9) -/- MIP-1a (CCL3) -/-
MIP-1B (CCL4) -/- MIP-2 -/-
RANTES (CCL5) -/- SDF-1 (CXCL12) -/-
TARC (CCL17) -/- TIMP-1 +/+
TNF-a +/+ TREM-1 -/-
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