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Zusammenfassung 
 

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die zelluläre Identität somatischer Stamm-/  

Vorläuferzelltypen durch Behandlung mit Chromatin-modifizierenden Substanzen und/oder 

durch Transplantation verändert werden kann. Dazu wurden humane leukämische KG-1 

Zellen in murine Blastozysten injiziert. Murine und humane neurale Stammzellen (NSZ) 

wurden in vitro mit Trichostatin A (TSA) und 5’-Aza-2’-deoxycytidin (AzaC) inkubiert und 

anschließend in murine Blastozysten bzw. adulte NOD/SCID Mäuse transplantiert. 

 

In dem Versuchen konnte gezeigt werden, dass humane leukämische Zellen nach Injektion in 

murine Blastozysten in sich entwickelnden Embryonen und adulten Tiere präferentiell 

hämatopoetische Gewebe besiedeln. Daneben konnte gezeigt werden, dass myeloische 

Leukämiezellen in chimären murinen Embryonen ein Erythrozyten-spezifisches 

Genexpressionsmuster aktivieren.  

Die Inkubation humaner und muriner NSZ mit Histondeacetylase-Inhibitoren und AzaC 

führte zu einer reversiblen Hyperacetylierung von Histon H4 und zur Demethylierung 

genomischer DNA. Die Injektion behandelter muriner NSZ in murine Blastozysten führte im 

Vergleich zu unbehandelten NSZ zu einer stärkeren Besiedelung adulter Tiere durch 

Donorzellen. Darüber hinaus besiedelten Abkömmlinge injizierter behandelter NSZ häufiger 

hämatopoetische Gewebe in chimären Tieren und exprimierten Hämatopoese-spezifische 

Oberflächenproteine. Weitere Analysen ergaben, dass humane NSZ im Gegensatz zu 

humanen hämatopoetischen Stammzellen nicht dazu in der Lage sind, in immun-

supprimierten NOD/SCID Mäusen ein humanes hämatopoetisches System zu etablieren. 

Auch nach Inkubation humaner NSZ mit Chromatin-modifizierenden Substanzen konnte 

keine humane Hämatopoese in transplantierten Mäusen festgestellt werden. 

 

Diese Ergebnisse zeigen, dass der Differenzierungsstatus und das Entwicklungspotential 

verschiedener Zelltypen durch geeignete Stimuli verändert werden kann. Durch Injektion in 

embryonale Mikroumgebung differenzieren humane leukämische Zellen und aktivieren ein 

Erythrozyten-spezifisches Genexpressionsmuster. Durch die Veränderung des Epigenotyps 

muriner NSZ gefolgt von einer Transplantation in murine Blastozysten konnte eine 

Transdifferenzierung neuraler in hämatopoetische Zellen induziert werden. 
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Summary 

 
The objective of the present thesis was to investigate whether the cellular identity of somatic 

stem and progenitor cell types could be modified by treatment with chromatin modifying 

agents and/or transplantation into appropriate in vivo systems. To this end, human leukemic 

KG-1 cells were injected into murine blastocysts. Murine and human neural stem cells (NSC) 

were incubated with Trichostatin A (TSA) and 5’-Aza-2’-deoxycytidine (AzaC) in vitro and 

subsequently transplanted into murine blastocysts and adult NOD/SCID mice respectively. 

 

It could be shown that after transplantation into murine blastocysts human leukemic cells 

preferentially engraft hematopoietic tissues of developing embryos and adults. Furthermore, 

myeloid leukemic cells activated an erythrocyte-specific gene expression pattern in chimeric 

embryos. 

Incubation of human and murine NSC with Histone deacetylases and AzaC caused reversible 

hyperacetylation of histone H4 and demethylation of genomic DNA. Comparison of adult 

recipient mice revealed that the injection of treated murine NSC caused a more stringent 

engraftment of recipients than untreated murine NSC. In addition, progeny of TSA/AzaC 

treated NSC engrafted more often hematopoietic tissues and expressed hematopoiesis-specific 

surface markers. In a further set of experiments it could be demonstrated that in contrast to 

human hematopoietic stem cells, human NSC do not engraft the hematopoietic system of 

immundeficient mice. Even after treatment of human NSC with chromatin-modifying agents 

no human hematopoiesis was detected in transplanted mice. 

 

Overall, these results indicate that the differentiation status and developmental potential of 

several somatic progenitor and stem cell types could be modified by appropriate stimuli. By 

exposure to embryonic microenvironment human leukemic cells differentiate and activate an 

erythrocyte-specific gene expression pattern. After modification of the epigenotype of murine 

NSC followed by transplantation into murine blastocyts transdifferentiation of neural into 

hematopoietic cells could be induced. 
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Abkürzungen 

 
Abb. Abbildung 
AGM Aorta-Gonad-Mesonephros 
AML akute myeloische Leukämie 
AzaC 5´-Aza-2´-deoxyCytidine 
bFGF basic Fibroblast Growth Factor 
bp Basenpaare 
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DAPI 4',6-Diamidino-2-phenylindole 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
Dnmt Dinukleotidmethyltransferase 
dNTP desoxyNukleotidtriphosphat 
EGF Epidermal Growth Factor 
EK-Zelle embryonale Karzinomazelle 
ES-Zelle embryonale Stammzelle 
FACS Fluorescence activated cell scan 
FITC Fluoresceinisothiocyanat 
g Gramm 
g Erdbeschleunigung 
h Stunde 
HAT Histonacetyltransferase 
HDAC Histondeacetylase 
HPRT Hypoxanthin Guanin Phosphoribosyl Transferase 
HSZ hämatopoetische Stammzelle 
kDA kiloDalton 
l Liter 
m milli (10-3) 
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n Nano (10-9) 
NOD/SCID non obese diabetic/severe combined immun deficiency 
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OD optische Dichte 
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RNA Ribonukleinsäure 
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SAHA Suberoylanilid Hydroxaminsäure 
SDS-PAGE Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese 
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SSZ somatische Stammzelle 
TSA Trichostatin A 
U Einheit 
VZ Vorläuferzelle 
� mikro (10-6) 
°C Grad Celsius 
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1. Einleitung 

 

1.1 Entwicklung und Charakterisierung von Stammzellen 

Die Ontogenese aller Säuger beginnt mit der Verschmelzung einer Samenzelle mit einer 

Eizelle zur Zygote. Sie wird als totipotente Zelle bezeichnet, da sich aus ihr direkt oder 

indirekt alle Zelltypen entwickeln, die den gesamten Organismus aufbauen. Auch die Zellen, 

die in den ersten Furchungsteilungen bis zum Morulastadium entstehen, können noch nach 

Trennung voneinander einen kompletten Organismus bilden und sind daher ebenfalls 

totipotent. Im weiteren Entwicklungsverlauf entsteht die Blastozyste, die bereits aus 

untereinander verschiedenen Zelltypen besteht (Rossant, 1975a; Rossant, 1975b; Rossant and 

Ofer, 1977). Während Zellen des Trophektoderm, das als einzellige Schicht das Blastozoel 

umgibt, extraembryonales Gewebe wie z.B. die Plazenta bilden, gehen alle intraembryonalen 

und ein Teil der extraembryonalen Gewebe auf die im Blastozoel befindliche innere 

Zellmasse (IZM) zurück. Die IZM lässt sich in Epiblast und Hypoblast einteilen. Aus der IZM 

können in vitro wachsende, nicht transformierte permanente Zelllinien (ES-Zellen) etabliert 

werden (Evans and Kaufman, 1981; Martin, 1981). ES-Zellen können in vitro durch Co-

Kultur auf embryonalen Fibroblasten oder durch Zugabe von Leukemia Inhibitory Factor 

(LIF) zum Kulturmedium in einem undifferenzierten Zustand gehalten werden (Gough et al., 

1989; Williams et al., 1988). Werden murine ES-Zellen durch Mikroinjektion in Blastozysten 

transplantiert und injizierte Blastozysten von einer Leihmutter ausgetragen, so werden 

chimäre Mäuse geboren. Diese Chimären sind Mosaike aus Zellen, die von der IZM der 

Blastozysten und Nachkommen injizierter ES-Zellen abstammen (Beddington and Robertson, 

1989). Daneben können ES-Zellen in vitro in eine Vielzahl verschiedener Zelltypen 

differenzieren (Doetschman et al., 1985; Schuldiner et al., 2000). ES-Zellen sind demnach 

Stammzellen mit unbegrenztem Teilungs- und in vitro Multiliniendifferenzierungs-potential. 

In vivo zeichnen sie sich durch die Fähigkeit aus, alle Zellen des erwachsenen Tieres bilden 

zu können. Da ES-Zellen aber per se kein extraembryonales Gewebe aufbauen können, lässt 

sich aus ES-Zellen allein kein Organismus erzeugen. Daher werden ES-Zellen im Gegensatz 

zu den totipotenten, frühen embryonalen Zellen als pluripotent bezeichnet (Nagy et al., 1990).  

Im weiteren Verlauf der Embryonalentwicklung entstehen während der Gastrulation die drei 

Keimblätter Ekto-, Meso- und Endoderm, innerhalb derer sich die Organanlagen bilden. Ab 

diesem Zeitpunkt werden auch somatische Stammzellsysteme eingerichtet, die die 

Entwicklung unterschiedlicher Zelltypen ermöglichen. Diese Stammzellsysteme sind durch 

einen hierarchischen Aufbau charakterisiert, wobei an deren Spitzen jeweils eine kleine 
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Anzahl undifferenzierter Stammzellen steht, die über wenige, kaum differenzierte 

Vorläuferzellen alle ausdifferenzierten Zelltypen ihres Kompartimentes bilden. Die an Aufbau 

und Regeneration des adulten Organismus beteiligten somatischen Stammzellsysteme sind im 

Gegensatz zu den frühembryonalen toti- und pluripotenten Zellen  dauerhaft. Somatische 

Stammzellen (SSZ) bilden unter anderem die Haut (epidermale Stammzellen) (Watt, 1998), 

Zellen des peripheren zentralen Nervensystems (neurale Stammzellen, NSZ) (Weiss et al., 

1996b) sowie das Blutsystem (hämatopoetische Stammzellen, HSZ) (Morrison et al., 1995). 

Die verschiedenen Stammzelltypen entstehen in der Embryonalentwicklung zu 

unterschiedlichen Zeitpunkten und in unterschiedlichen Geweben (Müller et al., 1994; Qian et 

al., 2000). 

Stammzellen sind rein funktionell durch ihre Fähigkeit zur klonalen Selbsterneuerung und 

Multiliniendifferenzierung definiert (Jordan and Lemischka, 1990; Loeffler and Potten, 1997; 

Morrison et al., 1995). Um diese Funktion ausführen zu können, teilen sich Stammzellen 

entweder symmetrisch in zwei neue Stammzellen, oder aber asymmetrisch in eine Stammzelle 

und eine Vorläuferzelle (Huang et al., 1999; Potten and Loeffler, 1990)(Abb.1). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.1 Zellteilung von Stammzellen. Teilt sich eine somatische Stammzelle (SSZ) symmetrisch (A), so 
entstehen zwei Tochterzellen, die ebenfalls Stammzelleigenschaften besitzen. Bei asymmetrischer Zellteilung 
(B) entsteht aus einer Stammzelle eine neue Stammzelle sowie eine Vorläuferzelle (VZ).  
 

Stammzellen sind dabei in der Lage, alle differenzierten Zellen eines Kompartimentes zu 

bilden. Von Stammzellen kann also immer dann gesprochen werden, wenn Zellen beide 
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definierenden Eigenschaften, Selbsterneuerungs- und Multiliniendifferenzierungspotential, 

aufweisen. 

Die präzise Regulation des Proliferations- und Differenzierungspotentials von Stammzellen 

ist für die komplexe Entwicklung eines intakten Embryos von großer Bedeutung. Als eine 

Instanz, die für diese Regulation verantwortlich ist, werden Stammzellnischen angesehen. Für 

viele Stammzelltypen wurde die Existenz von Stammzellnischen nachgewiesen (Doetsch, 

2003; Fuchs and Segre, 2000). Diese Nischen stellen für SSZ eine spezifische 

Mikroumgebung dar, die das Überleben und die Entwicklung der Stammzellen steuert. 

 

1.2 Differenzierung von Stammzellen 

Die Regulation der Differenzierung innerhalb eines Stammzellsystems kann durch 

intrinsische und extrinsische Prozesse gesteuert werden. Demnach beeinflusst das intrinsische 

Genexpressionsmuster der Zellen deren Differenzierungszustand. Interessanterweise konnte 

gezeigt werden, dass in undifferenzierten HSZ Genloci, deren Expression charakteristisch für 

differenzierte hämatopoetische Zellen sind, auf niedrigem Expressionsniveau transkribiert 

werden (Hu et al., 1997; Kontaraki et al., 2000; Ye et al., 2003). Dies wurde dahingehend 

interpretiert, dass in Vorläuferzellen ein labiles Gleichgewicht der Transkription zwischen 

sich gegenseitig ausschließenden Expressionsmustern besteht (Enver et al., 1998; Korn et al., 

1973; Socolovsky et al., 1998; Till et al., 1964). Es wird vermutet, dass HSZ durch 

promiskuitive Transkription verschiedener Expressionsprogramme permissiv für 

Differenzierung in alle Linien des hämatopoetischen Systems sind (Cross and Enver, 1997). 

Offenbar bewirken stochastische Verschiebungen in diesem Gleichgewicht, dass sich eines 

der konkurrierenden Expressionsmuster gegen die anderen durchsetzt und etabliert. In der 

differenzierenden Zelle führt dies dann zu der exklusiven Expression linienspezifischer Gene. 

Einen zweiten Mechanismus zur Differenzierung von Stammzellen stellt die extrinsische 

Regulation der Linienentscheidung innerhalb eines Stammzellsystems dar. Ursächlich hierfür 

sind die Einflüsse des Stroma auf die Stammzellen (Dorshkind, 1990; Friedrich et al., 1996). 

Dabei wird das Stroma durch umgebende Zellen gebildet, die durch die Sekretion löslicher, 

sowie der Präsentation membranständiger Signalmoleküle den Differenzierungs- und 

Proliferationszustand von Stamm- und Vorläuferzellen bestimmen (Gunji et al., 1991; Ohneda 

et al., 1990).  

Die extrinsische Regulation von Stammzellen erhält vor dem Hintergrund der nachfolgend 

beschriebenen Experimente zur Stammzellplastizität besonderes Gewicht. Es wäre denkbar, 

dass Plastizität somatischer Stammzellen nur im Kontext spezieller Mikroumgebungen 
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möglich ist, da diese über SSZ-spezifische Signaltransduktionswege die Änderung zellulärer 

Identitäten bewirken könnten. 

 

1.3 Transdifferenzierung und Plastizität von Stammzellen 

Eine zentrale Lehrmeinung der Entwicklungsbiologie stellt die Unidirektionalität von 

Entwicklungsprozessen dar. Während der Ontogenese entwickeln sich nach der Gastrulation 

und der Bildung der drei Keimblätter somatische Stamm- und Vorläuferzellen von denen 

schließlich die einzelnen Effektorzelltypen abstammen, die die verschiedenen Gewebe und 

Organe und damit den kompletten Organismus aufbauen.  

Einige neuere experimentelle Arbeiten stellen allerdings in Frage, ob die 

Zelllinienzugehörigkeit und das Differenzierungsstadium somatischer Stammzellen 

tatsächlich unveränderlich fixiert sind. Geiger und Kollegen konnten beispielsweise zeigen, 

dass HSZ aus adulten Mäusen nach Transplantation in eine embryonale Mikroumgebung 

embryonalspezifische Globingene exprimierten. Im reziproken Versuchsansatz exprimierten 

embryonale hämatopoetische Vorläuferzellen nach Transplantation in adulte Tiere das adulte 

Globin-Gen (Geiger et al., 1998). 

Auch die Genexpression differenzierter Zellen konnte durch geeignete Stimuli 

reprogrammiert werden. So konnte in Fibroblasten eine Reprogrammierung in Zellen mit 

lymphoidem Charakter induziert werden, wenn diese mit Kern- oder Zytoplasmaextrakten 

von T-Zellen inkubiert wurden (Hakelien et al., 2002). Weiterhin weißt das Klonen von 

Säugern durch Kerntransplantation darauf hin, dass Kerne differenzierter Zellen auf einen 

Zustand des Zygotenstadium reprogrammiert werden können, wenn diese Zellkerne in eine 

Oozyte transplantiert werden (Wilmut et al., 1997). Ein Vergleich der Erfolgsfrequenzen in  

Klonexperimenten zeigte allerdings, dass das Klonen mit Hilfe von Zellkernen aus 

Stammzellen gegenüber Kernen aus differenzierten Zellen erfolgreicher ist. Offenbar ist der 

Kern einer Stammzelle leichter zu reprogrammieren als der einer bereits differenzierten Zelle 

(Liu, 2001).  Zusammengefasst lassen diese Befunde vermuten, dass das 

Differenzierungsstadium einer somatischen Zelle nicht endgültig fixiert ist, sondern mittels 

geeigneter experimenteller Modifikationen veränderbar ist.  

Arbeiten, in denen der Einfluss des epigenetischen Status der Zelle auf die 

Reprogrammierung untersucht wurde konnten zeigen, dass eine Veränderung des 

Methylierungsstatus des Genoms auch einen Wechsel im Schicksal einer Zelle induzieren 

kann. So konnte nach Inkubation muriner Fibroblasten mit dem Nukleotidanalogon 5’-

Aza-2’deoxycytidin (AzaC) eine stabile Myeloblastenzelllinie isoliert werden          
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(Lassar et al., 1986). In einer weiteren Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Inkubation 

von Zellen mit AzaC in Verbindung dem HDAC-Inhibitor Trichostatin A (TSA) 

synergistisch auf die Reaktivierung stillgelegter Gene in Tumorzellen wirkt (Cameron et 

al., 1999). Epigenetische Modifikationen verändern allerdings nicht das gesamte 

Transkriptom, sondern beeinflussen lediglich die Expression eines kleinen Teils aller 

Gene. In einer Veröffentlichung wurde beschrieben, dass lediglich die Expression von 

etwa 3 % aller Gene durch die Inkubation der Zellen mit TSA und AzaC beeinflusst wird 

(Van Lint et al., 1996). Dies lässt vermuten, dass nur wenige Genloci für eine 

Modifikation durch TSA und AzaC zugänglich sind. 

Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde das traditionelle Konzept der 

Differenzierungsfähigkeit von SSZ in den letzten Jahren in Frage gestellt. So wurde 

berichtet, dass murine NSZ, die als Neurosphären in vitro kultiviert wurden, nach 

intravenöser Injektion in subletal bestrahlte Rezipienten hämatopoetische Zellen bildeten 

und nach Injektion in Blastozysten zu Effektorzellen aller drei Keimblätter differenzierten 

(Bjornson et al., 1999; Clarke et al., 2000). Desweiteren wurde beschrieben, dass HSZ 

Hepatozyten generieren können und dass sogar einzelne HSZ mehrere Organe einer 

adulten Rezipientenmaus besiedelten (Krause et al., 2001; Lagasse et al., 2000). 

Dennoch ist die generelle Plastizität von SSZ und Vorläuferzellen heftig umstritten, da die 

hämatopoetische Kompetenz von NSZ sehr selten beobachtet wurde und möglicherweise 

auf epigenetische Veränderungen zurückzuführen ist. Insbesondere Arbeiten aus dem 

Labor von I. Weissman zeigen, dass HSZ nicht zu neuronalen Zellen differenzieren und 

dass einzelne transplantierte HSZ keine nicht-hämatopoetischen Zellen bilden können 

(Wagers et al., 2002). Weitere Veröffentlichungen zeigten, dass NSZ nach intravenöser 

Transplantation keine hämatopoetischen Zellen bildeten, und stehen damit im klaren 

Widerspruch zu früheren Ergebnissen von Björnson et al. (Magrassi et al., 2003; 

Morshead et al., 2002). Mögliche Erklärungen für diese widersprüchlichen 

experimentellen Befunde bieten Beobachtungen, wonach Stammzellen den Phänotyp 

heterologer Zelltypen auch durch spontane Zellfusion annehmen können, so dass die 

daraus resultierenden Zellen fälschlicherweise als Ergebnis einer Plastizität von SSZ 

interpretiert wurden (Dürr and Müller, 2003). Jedoch scheint nicht in allen Fällen 

vermeintlicher Transdifferenzierung eine Zellfusion von SSZ mit heterologen Zelltypen 

zugrunde zu liegen. In einer aktuellen Arbeit berichten Jang et al., dass HSZ ohne 

Zellfusion zu Leberzellen differenzieren können, wenn sie durch ein Zellsieb getrennt mit 

Leberzellen co-kultiviert werden (Jang et al., 2004).  
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Schließlich konnte die Arbeitsgruppe um Fred Gage demonstrieren, dass eine Co-Kultur 

von NSZ mit endothelialen Zellen zu einer stabilen Expression von endothelialen Markern 

in NSZ führt und dass diese Zellen sogar kapillare Netzwerke ausbilden konnten 

(Wurmser et al., 2004). Diese Beobachtung ist umso bemerkenswerter, da NSZ 

ektodermalen, Endothel-Zellen jedoch mesodermalen Ursprung haben. 

Neuere Befunde lassen vermuten, dass das Entwicklungspotential von SSZ durch gezielte 

epigenetische Modifikationen verändert werden kann. So behalten humane HSZ nach in 

vitro Kultur ihr Potential zur Besiedelung von NOD/SCID Mäusen bei, wenn sie mit den 

Chromatin-modifizierenden Substanzen TSA und AzaC behandelt wurden (Milhem et al., 

2004). Auch konnten NSZ nach Inkubation in TSA und AzaC sowie anschließender  

Injektion in bestrahlte adulte Mäuse das gesamte hämatopoetische System bestrahlter 

Rezipienten repopulieren (Schmittwolf et al., 2005). Diese Daten könnten eine plausible 

Erklärung für die Diskrepanz in den widersprüchlichen Beobachtungen zur 

Transdifferenzierung von NSZ liefern und die Hypothese von Morshead et al. 

unterstützen, wonach durch epigenetische Modifikationen ein hämatopoetisches 

Differenzierungspotential in NSZ induziert werden kann (Morshead et al., 2002). 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass eine Reihe von experimentellen Befunden für 

ein erweitertes Entwicklungspotential von SSZ spricht, dass allerdings auch Arbeiten 

existieren, die keine Hinweise auf die Transdifferenzierung von SSZ geben. Wenn 

Transdifferenzierung von SSZ zu heterologen Zelltypen tatsächlich existiert, scheint es 

sich um sehr seltene Ereignisse zu handeln, die gegebenenfalls durch epigenetische 

Modifikationen induziert werden können.  

 

1.4 Epigenese 

Alle somatischen Zellen eines Säugers besitzen mit Ausnahme erythroider und lymphoider 

Zellen ein identisches Genom. Durch die differentielle Genexpression können im Organismus 

unterschiedliche Effektorzellen mit ihren speziellen Funktionen gebildet werden. Die 

Entwicklung verschiedener Zelltypen basiert also auf einer selektiven Aktivierung des 

Genoms. Neben gewebespezifischer Transkriptionsfaktoren ist auch der Zustand des 

Chromatins ein Regulator der transkriptionellen Aktivität im Genom (Bonifer, 1999; Bonifer, 

2005). Seit längerem ist bekannt, dass transkriptionell aktive Chromatinbereiche 

hyperacetyliert und nicht - oder nur schwach - methyliert sind. Im Gegensatz dazu sind 

inaktive Chromatindomänen methyliert und hypoacetyliert (Cedar, 1988). Während der DNA-

Replikation und der darauf folgenden Zellteilung wird der epigenetische Zustand des 
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Chromatins auf die Tochterzellen vererbt. Die Aufrechterhaltung des Epigenotyps der Zelle 

und des zelltypspezifischen Genexpressionsmusters ist daher mitverantwortlich für die stabile 

Zellidentität (Avots et al., 2002).  

Das Entwicklungspotential von Stammzellen wird durch zelltypspezifische 

Genexpressionsmuster reguliert. Untersuchungen des Genexpressionsprofils verschiedener 

Stammzelltypen zeigten, dass sowohl gemeinsame als auch distinkte Genexpressionsmuster 

existieren (Ivanova et al., 2002; Ramalho-Santos et al., 2002; Terskikh et al., 2001). Bei der 

Bestimmung dieses definierten Musters spielt die Chromatinstruktur der unterschiedlichen 

Genorte eine wichtige Rolle (Bonifer, 1999). Dies bedeutet, dass jedes Gen einen definierten 

Epigenotyp im Bezug auf Zelltyp und Entwicklungsstadium besitzt. 

 

1.4.1 Acetylierung von Histonen 
Die kleinste strukturelle Einheit des Chromatin, das Nukleosom, wird aus einem Protein-

Komplex von Histon H2A, H2B, H3 und H4 Dimeren, um das 146 bp des DNA-Strang 

gewunden werden, gebildet (Camerini-Otero et al., 1976). Der Epigenotyp wird unter 

anderem durch den sogenannten Histoncode festgelegt, der die Modifikationen der Histone z. 

B. durch Histondeacetylasen (HDACs) oder Histonacetyltransferasen (HATs) beschreibt 

(Jenuwein and Allis, 2001). Posttranslationelle Modifikationen von Histonen wie 

Phosphorylierung, Methylierung und Acetylierung beeinflussen das Auftreten von Hetero- 

bzw. Euchromatin (Peterson and Laniel, 2004). Eine Art der Modifikation ist die 

Acetylierung von Histonen, die posttranslational und reversibel an den �-NH3
+-Gruppen von 

Lysinen in Kernhistonen auftritt. Man geht davon aus, dass die Acetylierung der Histone zu 

einer räumlichen Auffaltung des Chromatins führt, da sich die negativ geladenen 

Acetylgruppen der Histone und die ebenfalls negativ geladenen Phosphatgruppen des DNA-

Stranges abstoßen (Norton et al., 1989). Die Lockerung des Chromatins führt zu einer 

leichteren Zugänglichkeit der DNA-Sequenz für Proteine des Transkriptionsapparates. Daher 

wird die Acetylierung der Histone mit der transkriptionellen Aktivität des acetylierten 

Genomabschnittes assoziiert (Chahal et al., 1980; Jenuwein and Allis, 2001; Toth et al., 

2004). 

Der Grad der Histonacetylierung ist abhängig von den Aktivitäten der HATs und HDACs. 

Um die Expression eines Genes zu ermöglichen, binden Transkriptionsfaktoren spezifische 

Erkennungssequenzen in der DNA und rekrutieren Multiproteinkomplexe und Histon-

modifizierende Enzyme. Als Folge werden Histone acetyliert und demethyliert. Dies öffnet 

die lokale Chromatinstruktur, ermöglicht den Zugang weiterer regulatorischer Proteine an die 

DNA und erlaubt die Transkription (Jenuwein and Allis, 2001). 
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1.4.2 Methylierung genomischer DNA 
Eine weitere Möglichkeit, den epigenetischen Status im Vertebratengenom zu modifizieren, 

stellt die Methylierung von Cytosin, vorzugsweise innerhalb eines CpG Dinukleotids, dar. 

Methylierte Cytosin-Basen spielen eine Hauptrolle bei der stabilen Repression der 

Transkription (Bird and Wolffe, 1999; Dillon and Festenstein, 2002). Das genomische DNA-

Methylierungsmuster wird unter anderem durch die Aktivität von zwei Methyltransferasen, 

Dnmt1 und Dnmt3, bestimmt. In adulten somatischen Stammzellen bleibt das 

Methylierungsmuster des Genoms stabil. Allerdings ist die Methylierung der DNA während 

der frühen Entwicklung und in bestimmten Gehirntumoren ein sehr dynamischer, durch 

Enzyme vermittelter Prozess (Schmutte and Jones, 1998). Neben den bekannten DNA-

Methyltransferasen wurde auch eine DNA-Demethylase identifiziert, die den Prozess der 

Cytosindemethylierung kontrolliert (Bhattacharya et al., 1999; Ramchandani et al., 1999). 

 

1.4.3 Synergismus epigenetischer Prozesse 
Verschiedene Arbeiten der letzten Jahre machten deutlich, dass DNA-Methylierung und 

Histonacetylierung nicht unabhängig voneinander stattfindende Prozesse sind, sondern dass 

die an der Chromatin-Modifizierung beteiligten Enzyme zusammenwirken und oftmals große 

Proteinkomplexe bilden. So wurden Proteine identifiziert, die direkt an methylierte DNA 

binden und somit das Methylierungsmuster ‚lesen’ können. Eines dieser Proteine, MeCP2, 

rekrutiert durch Bindung an methylierte DNA weitere Proteine, darunter den Co-Repressor 

Sin3a und verschiedene HDACs, um dadurch die Transkription an diesem Genlocus zu 

unterdrücken (Nan et al., 1998). Auch das DNA-bindende Protein MBD2 erkennt 

methyliertes Cytosin und bildet nach DNA-Bindung zusammen mit NuRD den MeCP1-

Komplex. Durch zusätzliche Rekrutierung von HDACs an diesen Komplex wird ebenfalls die 

Transkription reprimiert (Ng et al., 1999). Genomabschnitte, die viele methylierte Cytidine 

enthalten, korrelieren daher mit der Bildung von Heterochromatin und sind weitgehend 

transkriptionell inaktiv (Hsieh, 1994). Versuche von Cameron und Kollegen zur Modifikation 

epigenetischer Muster zeigten außerdem, dass die Inkubation von Tumorzellen mit TSA allein 

nicht ausreicht, um die Re-Expression hypermethylierter Gene zu bewirken. Erst die 

Inkubation der Tumorzellen mit dem HDAC-Inhibitor TSA in Kombination mit dem 

Nukleotidanalogon AzaC führte zu einer stabilen Re-Expression verschiedener 

Tumorsuppressorgene (Cameron et al., 1999). Diese Ergebnisse zeigen, dass DNA-

Methylierung und Histondeacetylierung an einem Genlocus gleichgerichtet ablaufen können 
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und durch beide Chromatin-modifizierende Prozesse synergistisch die Transkription gesteuert 

wird. 

 

1.4.4 Modifikation epigenetischer Markierungen 
Inzwischen ist eine Reihe natürlicher und synthetischer Verbindungen beschrieben, die 

spezifisch HDAC inhibieren (Hassig and Schreiber, 1997). Diese HDAC-Inhibitoren lassen 

sich drei großen Stoffgruppen zuordnen: Salze kurzkettiger Fettsäuren wie Natrium-Butyrat, 

dessen Einfluss auf die Differenzierung von Zellen schon seit längerem bekannt ist (Candido 

et al., 1978), Tetrapeptide wie Depsipeptid, das bereits in klinischen Studien zur Therapie von 

Leukämien getestet wird (Nakajima et al., 1998), sowie Hydroxamsäuren, zu denen u.a. TSA 

(Yoshida et al., 1990) und Suberoylanilid-Hydroxaminsäure (SAHA) (Richon et al., 1998) 

zählen. Die inhibitorische Aktivität dieser Verbindungen liegt dabei in ihrer Interaktion mit 

der katalytischen Domäne der HDACs (Jung, 2001; Yoshida et al., 1990). HDAC-Inhibitoren 

induzieren also indirekt die Acetylierung von Histonen, was zu einem Zellzyklusarrest und als 

Konsequenz zur Apoptose führen kann (Johnstone, 2002). AzaC wird häufig als DNA-

Methylierungsinhibitor verwendet. Es wird als Nukleotidanalogon während der Replikation in 

die DNA eingebaut und bindet kovalent und irreversibel die Methyltransferase Dnmt1 (Santi 

et al., 1984). Durch diese Inaktivierung der Methyltransferase erfolgt eine passive 

Demethylierung, wenn Zellen sich teilen und ihre DNA replizieren (Pietrobono et al., 2002). 

Während der DNA-Replikation und Zellteilung wird das Acetylierungs- und 

Methylierungsmuster in den Tochterzellen wiederhergestellt. Die Weitergabe des 

Epigenotyps auf die nächste Zellgeneration ist für die Festlegung der Zellidentität 

entscheidend (Avots et al., 2002). Somit könnte durch Eingreifen in die Regulation des 

Epigenotyps, etwa durch Hemmung der HDACs oder der DNA-Methyltransferasen, das 

Genexpressionsmuster und somit die Zellidentität von adulten Stammzellen verändert werden.  

 

1.5 Neurale Stammzellen 

Bis vor kurzem ging die allgemeine Lehrmeinung davon aus, dass Schäden an der zellulären 

Struktur des zentralen Nervensystems nicht durch Zellneubildung kompensiert werden 

können, sondern dass daraus resultierende Einbusen nur durch Funktionsübernahme durch 

andere Hirnareale kompensiert werden können. Diese Annahme wurde erst in jüngerer Zeit 

durch Forschungsergebnisse widerlegt, die Neubildung von Neuronen im erwachsenen Gehirn 

nachweisen konnten (Mayer-Proschel et al., 1997; Mujtaba et al., 1998; Vescovi et al., 1999; 

Vescovi and Snyder, 1999). Mehrere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass Neurogenese in 

Maus und Mensch in verschiedenen Hirnarealen auch im adulten Organismus existiert. 
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Neurale Stammzellen können aus embryonalen oder adulten Teilen des Gehirns verschiedener 

Säuger, wie Maus, Ratte oder Mensch isoliert und in Kultur genommen werden (Bjornson et 

al., 1999; Gage, 2000; Mehler and Gokhan, 1999), sowie aus murinen oder humanen ES-

Zellen gebildet werden (Carpenter et al., 2001; Mujtaba et al., 1999; Zhang et al., 2001). NSZ 

können in vitro durch Zugabe der Wachstumsfaktoren EGF und bFGF über viele Passagen 

hinweg stabil kultiviert werden, ohne dabei ihr Multiliniendifferenzierungspotential zu 

verlieren. In vitro bilden NSZ schwimmende sphärische Aggregate, sogenannte Neurosphären 

und können durch Entzug der Wachstumsfaktoren und durch Zugabe von Serum in Neuronen 

und gliale Zelltypen wie Astrozyten und Oligodendrozyten differenzieren (Mayer-Proschel et 

al., 1997; Rao and Mayer-Proschel, 1997). 

 

 
 
Abb.2 Differenzierung von NSZ. In vitro kultivierte NSZ bilden Zellaggregate, sogenannte Neurosphären. NSZ 
sind in der Lage die wichtigsten Zellen des neuralen Systems, Astrozyten, Neuronen und Oligodendrozyten zu 
bilden. 
 

1.6 Das hämatopoetische System 

Das hämatopoetische System ist das am besten untersuchte Stammzellsystem der Säuger. Es 

setzt sich aus den HSZ, verschiedenen Typen von Vorläuferzellen und den reifen 

Effektorzellen zusammen. Es können mindestens acht reife Blutzellklassen unterschieden 

werden (Abb.3).  

Ausgehend von der multipotenten Stammzelle erfolgt die Differenzierung hin zu den 

Effektorzellen über eine Kaskade proliferierender Vorläuferzellen. Die hämatopoetischen 

Zellen entstammen dem mesodermalen Keimblatt. Während der Embryonalentwicklung der 

Vertebraten lässt sich die erste hämatopoetische Aktivität im Dottersack nachweisen. 

Primitive Erythrozyten und embryonaltypische Makrophagen, sowie das Fehlen von 

Lymphozyten sind Kennzeichen dieser transienten Hämatopoese (Moore and Metcalf, 1970; 

Zon, 1995). Die primitiven Erythrozyten sind kernhaltig und exprimieren embryonaltypische 
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Globingene (Russell, 1979). Neben dem Dottersack gibt es im Vertebratenembryo noch einen 

zweiten Ort, an dem de novo HSZ entstehen. Im Säuger handelt es sich hierbei um die Aorta-

Gonaden-Mesonephros-Region (AGM-Region)  (Medvinsky et al., 1993; Muller et al., 1994). 

Die AGM Region enthält die ersten intraembryonalen Vorläufer- und Stammzellen, die in die 

fötale Leber einwandern. In der fötalen Leber kommt es zu einer Expansion der HSZ, die 

dann das später entstehende Knochenmark und die Milz besiedeln.  

Bereits in den 60er Jahren wurden erste Versuche unternommen, HSZ zu charakterisieren und 

zu isolieren. Von großer Bedeutung sind die Arbeiten von Wu, Siminovitch, Till und 

McCulloch, die HSZ über die Bildung von Kolonien in der Milz bestrahlter Mäuse nach 

Injektion hämatopoetischer Zellen als Kolonie-bildende Einheit der Milz (colony forming unit 

spleen, CFU-S) definierten (Till and McCulloch, 1961). Bereits damals wurde erkannt, dass 

die Zellen des Knochenmarks, die in bestrahlten Rezipienten zu Milzkolonien führten, keine 

homogene Zellpopulation darstellen. Später konnte anhand von physikalischen Merkmalen 

und Oberflächenmarkern im adulten murinen Knochenmark eine Zellpopulation identifiziert 

werden, aus der alle reifen Blutzellen generiert werden können. Diese mit HSZ sehr stark 

angereicherte Zellpopulation besitzt einen Thy1.1niedrig/Lin-/c-kit+/Sca-1+ Phänotyp und 

repräsentiert weniger als 0,05 % des murinen Knochenmarks. Diese Zellen sind jedoch in der 

Lage, alle Blutzelltypen komplett zu rekonstituieren (Spangrude et al., 1988; Uchida and 

Weissman, 1992). 

Da es aus ethischen Gründen nicht möglich ist, Versuche vergleichbar denen im Maussystem 

am Menschen durchzuführen, wurden als Ersatz Tiermodelle entwickelt, in denen humane 

Zellen als Xenotransplantat in Mäuse injiziert wurden, um das Stammzellpotential 

verschiedener humaner Zellpopulationen zu untersuchen (Ploemacher et al., 1992). Humane 

HSZ zeichnen sich dadurch aus, dass sie nach Injektion in bestrahlte immundefiziente 

NOD/SCID (non obese diabetic/severe combined immune deficiency) Mäuse das gesamte 

Blutsystem repopulieren (Dick et al., 1991; Szilvassy et al., 1990) oder als sogenannte long 

term culture initiating cells (LTC-IC) zur Initiation von Langzeitkulturen in vitro fähig sind 

(Sutherland et al., 1989). Humane HSZ sind in der Zellpopulation mit dem Phänotyp 

CD34+/CD38- hoch angereichert. Diese Zellpopulation entspricht etwa 0,05 % der 

mononukleären Zellen im humanen Knochenmark. Die Xenotransplantation humaner Zellen 

hat zum Problem, dass viele hämatopoetische Wachstumsfaktoren wie IL-3 oder GM-CSF 

Spezies-spezifisch wirken und die murine Mikroumgebung so nur bedingt die Proliferation 

und die Differenzierung der injizierten Zellen ermöglichen kann (Bock et al., 1995; Yang et 

al., 1986). Außerdem werden die humanen Zellen vom körpereigenen Immunsystem der 
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Maus erkannt und eliminiert. Die Verwendung von NOD/SCID Mäusen für die 

Xenotransplantation humaner Zellen ermöglicht eine stärkere Repopulierung. Aufgrund der 

SCID-Mutation besitzen die Mäuse keine B- oder T-Zellen. Damit ist weder eine T-Zell-

vermittelte Abstoßung humaner Zellen möglich, noch gibt es xenoreaktive Antikörper, die 

eine Abstoßungsreaktion gegen humane Transplantate induzieren könnten. Durch die NOD-

Mutation leiden die Tiere zudem an einem Verlust an natürlichen Killerzellen und einer 

verminderten Stimulierbarkeit der Makrophagen. Da das Immunsystem dieser Mäuse 

ausgeschaltet ist, kann der Donoranteil humaner Zellen im Knochenmark der transplantierten 

Mäuse bis zu 10 % der gesamten Knochenmarkzellen betragen (Cashman et al., 1997; Greiner 

et al., 1995). Eine weitere Möglichkeit, Tiere mit einem partiell humanen Blutsystem zu 

etablieren, besteht in der Injektion humaner Zellen in Blastozysten. Nach Injektion humaner 

Zellen des Phänotyps CD34+/CD38- aus humanem Nabelschnurblut in murine Blastozysten 

liegt der Anteil humaner Zellen am murinen Blutsystem allerdings deutlich niedriger und 

erreicht nur ca. 20 humane pro 100.000 murinen Zellen. Dennoch erfolgt auch in diesen 

Zellen die Expression linienspezifischer Markergene, wie die Globingene, 

entwicklungsspezifisch (Harder et al., 2002). 

Um die Homöostase im hämatopoetischen System aufrecht zu erhalten, wirken sowohl 

extrazelluläre lösliche Faktoren wie Chemokine und Interleukine, als auch membranständige 

Faktoren wie z.B. Integrine auf die Zellen des hämatopoetischen Systems ein. Die 

zelltypspezifische Wirkung dieser Faktoren wird durch intrazelluläre Signalwege vermittelt. 

Dabei sind die Ziele der extrazellulären Signale letztendlich Transkriptionsfaktoren, die das 

Genexpressionsmuster in diesen Zellen bestimmen (Sieweke and Graf, 1998).  

 

1.7 Genetische und epigenetische Veränderungen in Krebszellen 

Krebs stellt eine komplexe, auf genetischen und epigenetischen Veränderungen basierende 

Krankheit dar, bei der entscheidende Kontrollmechanismen der Zellen versagen. Während die 

Proliferation gesunder Zellen den Bedürfnissen des gesamten Organismus angepasst ist, 

vermehren sich Tumorzellen unkontrolliert. Veränderungen regulatorischer Mechanismen, die 

die Homöostase des Organismus steuern, führen zur Transformation normaler Zellen zu 

Tumorzellen. Aufgrund dieser Transformation ist der Organismus nicht mehr fähig, das 

Schicksal der Tumorzelle bezüglich ihres Proliferations- oder Differenzierungsverhaltens oder 

ihrer Apoptose zu steuern (Trosko and Ruch, 1998). 

Embryonale Karzinomazellen (EK-Zellen) stellen maligne Stammzellen dar. EK-Zellen 

besitzen die Fähigkeit, alle ausdifferenzierten Zelltypen des Körpers bilden zu können.    
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Nach Injektion in adulte Mäuse bilden sie sogenannte Teratokarzinome aus. Bei 

Teratokarzinomen handelt es sich um Tumore, die aus verschiedenen, ausdifferenzierten 

Zelltypen sowie undifferenzierten Zellen bestehen (Damjanov, 1990). Illmensee und Kollegen 

konnten zeigen, dass durch Injektion von EK-Zellen in murine Blastozysten chimäre Tiere 

erzeugt werden können, die in den meisten Geweben Donoranteile der injizierten Zellen 

aufwiesen. Während also die subkutane Injektion von EK-Zellen in adulte Tiere zur Bildung 

von Teratokarzinomen führte, verloren EK-Zellen ihren malignen Phänotyp in der 

embryonalen Mikroumgebung der Blastozyste (Illmensee and Mintz, 1976). Ähnliche 

Experimente wurden mit Neuroblastoma- und Adenokarzinomazellen durchgeführt 

(Gerschenson et al., 1986; Podesta et al., 1984). Auch diese malignen Zellen revertierten unter 

dem Einfluss einer embryonalen Mikroumgebung zu Zellen mit normalem Proliferations- und 

Differenzierungsverhalten. 

Da EK-Zellen keine offensichtlichen genetischen Veränderungen tragen wird spekuliert, ob 

die Expression des genetischen Programms in EK-Zellen durch epigenetische Faktoren soweit 

verändert ist, dass die EK-Zellen entarten (Jaenisch et al., 1982; Mintz and Illmensee, 1975). 

Veränderungen des Genexpressionsprofils können durch Modifikation des Acetylierungs- und 

Methylierungsstatus des Chromatins verursacht werden (Aujame et al., 1984; Jenuwein and 

Allis, 2001). Die normale Entwicklung von EK-Zellen im Embryo lässt vermuten, dass die 

Aktivität wichtiger Regulatoren für Differenzierung und Proliferation durch die embryonale 

Mikroumgebung soweit verändert wurde, dass die Zellen zu normalen, nicht transformierten 

Zellen revertierten. 

Aber auch bei Zellen, die aufgrund genetischer Veränderungen wie 

Chromosomentranslokation oder Punktmutationen zu Tumorzellen transformiert sind, konnte 

bereits gezeigt werden, dass durch externe Stimuli eine Reversion ihrer Tumorigenität bewirkt 

werden kann. So konnten Medullablastomzellen als Kernspender zum Klonieren gesunder 

Mäuse benutzt werden (Li et al., 2003). Offensichtlich erfuhr der Nukleus der Tumorzelle 

durch die Transplantation in die embryonale Umgebung eine Reprogrammierung. 

 

1.8 Charakterisierung von Leukämien 

Leukämie ist eine Krebserkrankung der Blut-bildenden Organe, also des Knochenmarks, aber 

auch der Lymphknoten, der Milz und der Mandeln. Eine Leukämie entsteht, wenn 

Vorläuferzellen nicht zu reifen Blutzellen differenzieren, sondern sich unkontrolliert 

vermehren und im Blut anreichern.  
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Ursprünglich ging man davon aus, dass eine DNA-Veränderung in HSZ zur Entstehung 

leukämischer Stammzellen führt. Versuche im Labor von John Dick zeigten, dass in der 

Stammzellpopulation des Knochenmarks leukämischer Patienten Zellen existieren, die nach 

Transplantation in NOD/SCID Mäuse eine Leukämie etablieren (Bonnet and Dick, 1997). 

Andere Arbeitsgruppen postulieren inzwischen allerdings, dass die Mutation, die zur 

Entstehung leukämischer Stammzellen führt, auch in Vorläuferzellen stattfinden kann. Durch 

die Mutation könnten die Vorläuferzellen wieder Stammzelleigenschaften annehmen und so 

eine Leukämie etablieren (Passegue et al., 2003). 

 

 
 
Abb.3 Entstehung einer myeloischen Leukämie. HSZ bilden hämatopoetische Vorläuferzellen; diese 
wiederum differenzieren über linienrestringierte Vorläuferzellen zu den Effektorzellen des hämatopoetischen 
Systems (rechter Teil der Abbildung). Mutationen in HSZ bzw. hämatopoetischen Vorläuferzellen führen zur 
Entstehung leukämischer Stammzellen (Leukämie-Induktion). Diese bilden eine große Anzahl leukämischer 
Vorläuferzellen, die nicht zu funktionellen Effektorzellen differenzieren können und das Blut überschwemmen 
(linker Teil der Abbildung). Abhängig von den durch Mutation betroffenen Genen bilden sich mehr oder 
weniger ausdifferenzierte Blastenzellen. Die Blastenzellen werden anhand ihres Differenzierungsgrades nach 
dem FAB (French-American-British) System in die Klassen M0 (weitgehend undifferenziert) bis M7 
(weitgehend differenziert) eingeteilt (verändert nach (Bonnet and Dick, 1997; Passegue et al., 2003)). 
 

 

Je nach Verlauf der Krankheit unterscheidet man akute und chronische Leukämien. Akute 

Leukämien entwickeln sich sehr rasch und die leukämischen Zellen sind in einem sehr frühen 

Differenzierungsstadium arretiert. Bei chronischen Leukämien sind die Krebszellen relativ 
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ausgereift. Der Krankheitsverlauf ist langsamer und ruft erst sehr spät Symptome hervor. 

Leukämien werden zudem noch in myeloische und lymphatische Formen unterteilt. Bei den 

myeloischen Leukämien sind die Vorläufer der Granulozyten und Monozyten betroffen, 

während bei lymphatischen Leukämien eine Störung in der Reifung zu Lymphozyten vorliegt. 

Die akute myeloische Leukämie (AML) ist eine bösartige Erkrankung des Blut-bildenden 

Knochenmarks, bei der überwiegend unreife und funktionsuntüchtige Vorstufen der 

myeloischen Zellen, die Myeloblasten, gebildet werden. Sie ist die häufigste akute 

Leukämieform bei Erwachsenen und die zweithäufigste Form der Leukämie bei Kindern 

(Copelan and McGuire, 1995). Molekulare Ursache der AML ist häufig eine Translokation, 

die die kodierende Region eines Transkriptionsfaktors betrifft. Das resultierende 

Fusionsprotein wird zumeist stark überexprimiert und ist in der Lage, über transkriptionelle 

Vorgänge auf Signalkaskaden einzuwirken, die Wachstum, Differenzierung oder Überleben 

von Vorläuferzellen regulieren (Look, 1997). Da die leukämischen Blasten der AML ein 

eingeschränktes Proliferationspotential besitzen, muss es eine Population von Zellen geben, 

die ähnlich gesunden HSZ aufgrund ihres Proliferations- und Selbsterneuerungspotentials die 

Leukämie erhalten können. In der Tat gelang es durch Injektion humaner leukämischer Zellen 

des Phänotyps CD34+/CD38- die AML in NOD/SCID Mäusen zu etablieren (Bonnet and 

Dick, 1997). Der AML liegt folglich ähnlich der normalen Hämatopoese eine hierarchische 

Organisation zugrunde, bei der eine kleine Anzahl von Stammzellen das leukämische System 

erhält. 
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2 Fragestellung und experimentelle Strategie 
 

Die Zelllinienzugehörigkeit und das Differenzierungsstadium einer Zelle ist nicht endgültig 

festgelegt, sondern kann durch interne und externe Stimuli sowohl in vitro als auch in vivo 

verändert werden. 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob und wenn ja, unter welchen 

Bedingungen der Differenzierungsstatus und das Entwicklungspotential humaner 

leukämischer Zellen, sowie humaner und muriner neuraler Stammzellen beeinflusst werden 

können. 

 

Es wurde untersucht, inwieweit die Differenzierung humaner leukämischer Zellen in vivo 

induziert werden kann. Dazu wurden Zellen der humanen leukämischen Zelllinie KG-1 in 

murine Blastozysten injiziert. Die Besiedelung muriner Gewebe durch humane Zellen und 

deren Differenzierungsstatus wurde in chimären Geweben bestimmt. 

 

Weiterhin sollte geklärt werden, ob das Differenzierungspotential muriner und humaner 

neuraler Stammzellen durch epigenetische Modifikation in vitro und anschließende 

Transplantation in vivo erweitert werden kann. NSZ wurden in vitro mit HDAC-Inhibitoren 

und dem Nukleotidanalogon AzaC transient inkubiert. Anschließend wurde die Veränderung 

der Histonacetylierung und DNA-Methylierung untersucht. Murine NSZ wurden nach 

Inkubation mit Chromatin-modifizierenden Substanzen in murine Blastozysten transplantiert. 

In adulten Tieren wurde die Besiedelung verschiedener Organe und Gewebe durch 

Donorzellen untersucht und der Differenzierungsstatus von Donorzellen analysiert. Humane 

NSZ wurden nach Inkubation mit Chromatin-modifizierenden Substanzen in immun-

supprimierte NOD/SCID Tiere transplantiert und auf ihre Fähigkeit zur Transdifferenzierung 

hin untersucht. 
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3 Ergebnisse 
 
3.1 Injektion humaner leukämischer Zellen in murine Blastozysten 

Die Zelllinie KG-1 wurde aus dem peripheren Blut eines an Erythroleukämie erkrankten 

Mannes, der anschließend eine akute myelogene Leukämie entwickelte, etabliert. Zahlreiche 

Chromosomenaberrationen konnten im Karyotyp von KG-1 Zellen beschrieben werden 

(Koeffler and Golde, 1980).  

KG-1 Zellen wachsen nicht-adhärend und benötigen für die Proliferation in vitro keine 

Wachstumsfaktoren. Die  Differenzierung zu  erythroiden oder myeloiden Zellen kann in 

vitro durch Zugabe von Phorbol-Myristat-Acetat oder Retinolsäure induziert werden (Drach 

et al., 1993; Koeffler et al., 1981). 

Da die Differenzierung von Zellen immer mit einer Veränderung des Genexpressionsprofils 

der differenzierenden Zellen verbunden ist, kann durch Analyse der Genexpression auf den 

Differenzierungsstatus der Zellen geschlossen werden.  

KG-1 Zellen exprimieren bereits im undifferenzierten Zustand ein breites Spektrum 

intrazellulärer Markerproteine (z.B. HLA-DRα,  β-Globin) (eigene Beobachtungen), die für 

die myeloide bzw. erythroide Differenzierung typisch sind, sowie Myelozyten-spezifische 

Oberflächenantigene (z.B. CD13, CD15, CD33) (Prieto et al., 1994), so dass eine eindeutige 

Analyse des Differenzierungsstatus nach Differenzierungsinduktion erschwert wird.  

 
3.1.1 Humaner Donoranteil in murinen Embryonen 
In diesem Experiment sollte untersucht werden, ob Zellen einer etablierten leukämischen 

Zelllinie vergleichbar gesunden HSZ nach Injektion in murine Blastozysten und der 

Reimplantation der Blastozysten in scheinschwangere Ammentiere in sich entwickelnden 

Embryonen überleben können. Desweiteren wurde analysiert, in welchen Geweben die 

leukämischen Zellen bzw. deren Nachkommen zu finden sind und zu welchen Zelltypen die 

injizierten Zellen differenzieren.  

Die Ermittlung des Anteils humaner Zellen in murinem Gewebe erfolgte hierbei zuerst durch 

PCR Amplifikation eines Teils der Zentromerregion des humanen Chromosom 17 unter 

Verwendung spezifischer Primer (17αmod PCR) (Warburton et al., 1991). Die 

Amplifikationsbedingungen waren so gewählt, dass ein lineares Verhältnis zwischen 

eingesetzter Menge humaner DNA und amplifiziertem PCR Fragment existiert. Die PCR 

ermöglichte die Detektion von weniger als 5 humanen Zellen pro 100.000 murinen Zellen 

(Harder et al., 2002). 



Ergebnisse  27 

Um zu untersuchen, ob Nachkommen der injizierten KG-1 Zellen sich entwickelnde murine 

Embryonen besiedeln, wurden zwischen 5 und 30 Zellen der Linie KG-1 in murine 

Blastozysten injiziert. Am Tag 12.5 der Entwicklung wurden die Embryonen den 

Ammentieren entnommen, aus isolierten Geweben wurde genomische DNA gewonnen und 

mit humanspezifischer PCR (17αmod) auf humane Donoranteile untersucht. Von den 

Embryonen im Stadium E12.5 wurden insgesamt 8 verschiedene Organe bzw. Gewebe 

isoliert und untersucht. Neben den hämatopoetischen Geweben Dottersack, fetale Leber, 

Aorta-Gonaden-Mesonephros (AGM) Region und peripheres Blut wurde als überwiegend 

neuroektodermales Gewebe der Kopf analysiert. Als endodermales Organ diente der Darm. 

Das Hinterbein wurde als überwiegend mesodermaler Anteil des Embryos entnommen. 

Zusätzlich wurden die restlichen Gewebe jedes Embryo zusammengefasst und in die Analyse 

mit einbezogen.  

Nach Injektion humaner KG-1 Zellen in murine Blastozysten konnten insgesamt 31 

Embryonen analysiert werden, wobei auf der Ebene der genomischen DNA bei 14 

Embryonen humane Zellen in mindestens einem Gewebe detektiert werden konnten. Bei 9 

von 31 Embryonen wurden humane Zellen im peripheren Blut nachgewiesen. Im Dottersack, 

dem embryonalen Gewebe mit der ersten hämatopoetischen Aktivität bei Säugern, konnten 

bei 5 von 31 Embryonen menschliche Zellen nachgewiesen werden. Im Kopf befanden sich 

bei 4 Embryonen Nachkommen der KG-1 Zellen. 

Die stärksten PCR Signale und damit höchsten Donoranteile humaner Zellen konnten jeweils 

im peripheren Blut der chimären Embryonen festgestellt werden. In den Embryonen Nr. 5, 6 

und 17 entsprach der Anteil humaner Zellen am peripheren Blut ca. 5 humanen Zellen pro 

100.000 murinen Blutzellen (Abb.4).  Im Dottersack von Embryo Nr. 5 konnten maximale 

Anteile von etwa 5 humanen Zellen pro 100.000 murinen Zellen beobachtet werden (Abb.4). 
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Abb.4 Gewebeverteilung humaner Zellen in murinen E12.5 Embryonen nach Blastozysteninjektion  
humaner KG-1 Zellen. Autoradiogramme einer PCR Southern-Blot Analyse humaner Donoranteile in 
Geweben muriner E12.5 Embryonen nach Injektion humaner leukämischer KG-1 Zellen in murine Blastozysten. 
Jeweils eine Verdünnungsreihe von 0 bis 20 humanen Zellen in 100.000 murinen Zellen ist abgebildet. Mittels 
17�mod PCR wurden humane Zellen detektiert. Zur Kontrolle der Menge und Qualität der eingesetzten 
genomischen DNA wurden alle Proben einer Myogenin-spezifischen PCR unterzogen.  
 

Geht man davon aus, dass E12.5 Embryonen etwa 2 x 106 periphere Blutzellen besitzen 

(Wong et al., 1986), errechnet sich bei einer Donorkontribution von 5 humanen Zellen pro 

100.000 murinen Zellen eine Gesamtzahl von etwa 100 humanen Zellen im peripheren Blut 

chimärer Embryonen.  

Nach Injektion in murine Blastozysten überleben und proliferieren die humanen KG-1 Zellen 

in den sich entwickelnden Embryonen und lassen sich durch eine 17αmod spezifische PCR 

nachweisen. Die leukämischen Zellen besiedeln dabei bevorzugt das periphere Blut, sowie 

den während der primitiven Hämatopoese aktiven embryonalen Dottersack. 

 
3.1.2 Humaner Donoranteil in adulten Rezipienten 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass humane leukämische Zellen murine Embryonen 

besiedeln, sollte in einer weiteren Versuchsreihe überprüft werden, ob in adulten Tieren noch 

Chimerismus nachzuweisen war, oder ob nach Entwicklung des Immunsystems xenogene 

Zellen in chimären Tieren eliminierten werden. Dazu wurde ein Teil der sich aus den 

injizierten Blastozysten entwickelnden Embryonen ausgetragen. 

Die geborenen Tiere waren allesamt lebensfähig und zeigten bis zum Alter von ca. 3 Monaten 

keine äußeren Anzeichen einer Erkrankung. Zu diesem Zeitpunkt wurden 15 verschiedene 

Gewebe bzw. Organe auf Chimerismus hin überprüft. Es wurden die neuroektodermalen 
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Gewebe Hirn, Rückenmark, Nervus ischiadicus sowie das ektodermale Gewebe Haut, die 

mesodermalen Gewebe Milz, Thymus, Knochenmark, peripheres Blut, Herz, Beinmuskel und 

Niere, die entodermalen Organe Leber, Darm und Lunge sowie die Gonaden isoliert und 

untersucht.  

Von den 10 analysierten Tieren konnte bei vier auf DNA-Ebene eine Kontribution durch 

humane Zellen festgestellt werden. In allen vier chimären Tieren konnten humane Zellen im 

peripheren Blut nachgewiesen werden (Tab.1). Dort war auch der Chimerismus mit bis zu 5 

humanen in 100.000 murinen Zellen am höchsten (Daten nicht gezeigt). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tab.1 Verteilung humaner Zellen in adulten Mäusen nach Blastozysteninjektion humaner leukämischer 
Zellen. Dargestellt ist das Ergebnis der PCR Southern-Blot Analyse von Geweben adulter Mäuse. Aufgeführt 
sind Tiere, die nach Injektion humaner leukämischer KG-1 Zellen in murine Blastozysten im Alter von 3 
Monaten humane Zellen in ihren Geweben enthielten. Mit einem (x) markiert sind die Gewebe der individuellen 
Tiere, die Donoranteile zeigten. Die Gesamtzahl der chimären sowie der untersuchten Gewebe ist angegeben. 
 

Neben den neuralen Geweben Rückenmark und Nervus ischiadicus konnte auch im Muskel 

und in der Niere von jeweils zwei Tieren ein Chimerismus detektiert werden. In Hirn, Lunge, 

Gonaden, Knochenmark und Haut von jeweils einem Tier waren humane Zellen 

nachzuweisen. In Geweben, die selten Donoranteile enthielten, war die Signalstärke der 

17αmod PCR im Allgemeinen schwächer als in den häufiger Chimerismus aufweisenden 

Organen und lag bei 5 oder weniger humanen Zellen pro 100.000 murinen Zellen. 

Humane leukämische Zellen integrieren nach Injektion in Präimplantationsblastozysten in 

sich entwickelnde murine Embryonen und können auch in adulten Tieren nach der 

Ausbildung eines vollständigen Immunsystems nachgewiesen werden. 

 

3.1.3 Analyse der Genexpression humaner leukämischer Zellen in chimären Embryonen 
Neben dem Nachweis einer reproduzierbaren Besiedelung muriner Embryonen durch humane 

Zellen war es von Interesse zu untersuchen, ob die leukämischen Zellen durch die embryonale 

Mikroumgebung zur Differenzierung angeregt werden können.  
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Zelluläre Differenzierungsprozesse gehen einher mit Veränderungen des 

Genexpressionsprofils. Als Nachweis kann die Expression Differenzierungs-spezifischer 

Markergene dienen. Dazu gehören die Hämoglobingene als Marker erythroider 

Differenzierung. Die Analyse der Expression erfolgt entweder durch Nachweis des Proteins 

oder durch die Detektion des Transkriptionsprodukts, der mRNA. 

Im vorliegenden Versuch wurde aus Dottersack, fetaler Leber und peripherem Blut der 

Embryonen die gesamte RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. Zur Kontrolle der 

reversen Transkription und zum Abgleich der eingesetzten cDNA Menge wurden die Ansätze 

entweder einer murinen HPRT spezifischen RT-PCR oder einer humanen �-Aktin 

spezifischen RT-PCR unterzogen. Die Haushaltsgene Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-

Transferase (HPRT) und �-Aktin werden in allen murinen bzw. humanen Zellen in ungefähr 

gleichen Mengen exprimiert und können somit zum Abgleich der cDNA-Mengen dienen.  

Mittels RT-PCR wurde die Expression der humanen �- und �-Globingene untersucht (Abb.6). 

Das ε-Globingen wird während der Ontogenese des Mausembryo als erste Hämoglobin-Form 

etwa von Tag 7 bis 11 der Entwicklung exprimiert (Palis and Yoder, 2001; Russell, 1979). 

KG-1 Zellen exprimieren das ε-Globin nicht. Wie Abbildung 5 zeigt,  induziert die Kultur 

von KG-1 Zellen mit Phorbol-Myristat-Acetat (PMA) für 48 h die Expression von �-Globin. 

Bei  2 untersuchten Embryonen, die auch auf DNA-Ebene eine Kontribution durch humane 

Zellen zeigten, konnten Transkripte des humanen ε-Globin im peripheren Blut nachgewiesen 

werden. Embryo Nr. 26 zeigte eine ε-Globinexpression in Dottersack und fetaler Leber. Die 

erhaltenen Hybridisierungssignale der ε-Globin-spezifischen RT-PCR von chimären 

Embryonen verglichen mit denen von in vitro differenzierten KG-1 Zellen waren in etwa 

gleich stark. Aus der Analyse genomischer DNA mittels 17αmod PCR ist bekannt, dass der 

Anteil humaner Zellen im Blut dieser Embryonen ca. 5 humane Zellen pro 100.000 murinen 

Zellen beträgt. Legt man zugrunde, dass E12.5 Embryonen etwa 2x106 Zellen im peripheren 

Blut besitzen (Wong et al., 1986), errechnet sich für die chimären Embryonen eine Zahl von 

etwa 100 humane Zellen in ihrem gesamten peripheren Blut. Der Teil diese 100 humanen 

Zellen, der sich in der RT PCR Probe befand, enthielt ebensoviel ε-Globin mRNA wie die 106 

KG-1 Zellen aus der in vitro Kultur, die in die RT-PCR eingesetzt wurden.  

 

β-Globin ist die Hämoglobinvariante adulter Tiere. Seine Expression wird im Anschluss an 

die Expressionsphase der beiden anderen Hämoglobinformen in der Maus etwa ab dem 

Stadium E14.5 angeschaltet (Crossley and Orkin, 1993; Russell, 1979). KG-1 Zellen zeigen 

keine Expression dieser Hämoglobinform.  
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Allerdings kann durch Inkubation in PMA für 48 bzw. 72 h die Expression in vitro induziert 

werden.  Bei einem untersuchten Embryo wurden β-Globin-Transkripte im Dottersack und in 

der fetalen Leber nachgewiesen. Anhand der Stärke der Hybridisierungssignale kann daraus 

geschlossen werden, dass die wenigen KG-1 Zellen im chimären Tier sehr viel mehr �-Globin 

exprimieren, als KG-1 Zellen nach in vitro Differenzierung.  

 

Neben der Expression von humanen ε- bzw. �-Globin-Genen konnte auch humane �-Aktin 

mRNA in einigen Geweben nachgewiesen werden. So finden sich im Blut von Embryo #9 

neben muriner ε-Globin auch humane �-Aktin Transkripte. In Embryo #26 konnte sowohl ε- 

und �-Globin als auch �-Aktin mRNA in Dottersack und fetaler Leber nachgewiesen werden. 

Die Detektion von Transkripten des humanen Strukturgenes �-Aktin spricht für die Annahme, 

dass humane leukämische Zellen chimäre Embryonen aktiv besiedeln und dort überleben. 

 

Abb.5 Expression linienspezifischer Gene in murinen E12.5 Embryonen nach Injektion leukämischer  
KG-1 Zellen. Autoradiogramme von RT-PCR Analysen humaner Zellen in murinen E12.5 Embryonen sowie 
humaner KG-1 Zellen. Zur Analyse der Expression Differenzierungs-relevanter Gene wurde aus Geweben RNA 
isoliert, in cDNA umgeschrieben und zur Kontrolle einer murinen HPRT-spezifischen PCR unterzogen. Durch 
PCR mit jeweils spezifischen Primern wurde die Expression der humanen Gene �-Globin, �-Globin und �-Aktin 
untersucht.  
 

Um die Donorkontribution leukämischer Zellen in chimären Tieren und die Differenzierung 

injizierter KG-1 Zellen weiter zu charakterisieren, wurden immunhistochemische 

Untersuchungen mit monoklonalen Antikörpern gegen den panhämatopoetischen Marker 

CD45 sowie gegen humanes Glycophorin A, einem Marker erythroider Zellen, 

angeschlossen. Im Laufe ihrer Reifeentwicklung beginnen Erythroblastenzellen den 

erythroiden Marker Glycophorin A bzw. CD235a zu exprimieren (Outram et al., 1988); 

(Robinson et al., 1981). Mit zunehmender Reifung wird die Expression des 
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panhämatopoetischen Markers CD45 eingeschränkt (Harashima et al., 2002). Reife 

Erythrozyten besitzen letztendlich einen CD45- und CD235a+ Phänotyp.  

Leukozyten aus dem peripheren Blut von Embryonen wurden einer immunhistochemischen 

Färbung gegen humanes CD45 verbunden mit einer in situ Hybridisierung gegen humanes 

Chromosom 17 unterzogen. CD45 ist ein panhämatopoetischer Marker, der sowohl von 

humanen als auch murinen hämatopoetischen Zellen, ausgenommen reifen Erythrozyten, 

exprimiert wird. Mittels eines monoklonalen Antikörpers, der ausschließlich humanes CD45 

bindet, wurde das periphere Blut chimärer Embryonen analysiert. Um humane Zellen in situ 

gleichzeitig über den Nachweis humaner DNA zu detektieren, wurde die 

immunhistochemische Färbung von CD45 mit einer in situ Hybridisierung auf DNA-

Sequenzen des humanen Chromosom 17 kombiniert. Dazu wurden die Zellpräparate nach der 

Antikörperfärbung mit einer Digoxigenin-gekoppelten Sonde für repetitive Sequenzen im 

Chromosom 17 hybridisiert und anschließend mittels eines sekundären Antikörpers gegen 

Digoxigenin einer Farbreaktion unterzogen. Humane Leukozyten zeigten daraufhin aufgrund 

der Farbreaktion des CD45 Antikörpers sowohl eine Rotfärbung, als auch eine dunkelblaue 

Einfärbung durch die human-spezifische DNA-Sonde (Abb.6A). Humane Leukozyten wurden 

in 90 von 100 Fällen vom Antikörper gegen humanes CD45 sowie in 80 von 100 Fällen von 

der human-spezifischen DNA-Sonde erkannt. Murine embryonale Leukozyten zeigten 

dagegen weder CD45- noch human-spezifische DNA-Färbung (Abb.6C), intakte Zellkerne 

konnten jedoch durch eine fluoreszenzblaue DAPI-Färbung nachgewiesen werden (Abb. 6D). 

In Leukozyten von Embryonen, die aus einer zweiten Serie von Injektionen von KG-1 Zellen 

in Blastozysten entstanden waren, konnten humane Zellen nachgewiesen werden, die die 

humane Form des Hämatopoese-spezifischen Markers CD45 exprimierten sowie eine human-

spezifische DNA-Sonde gebunden haben (Abb.6B). Dabei waren in 1/3 der Blutproben von 

sich entwickelnden Embryonen humane CD45 exprimierende Zellen nachweisbar. Der Anteil 

humaner Zellen in chimären Blutproben lag bei 3 bis 4 humanen Zellen in 100.000 murinen 

Leukozyten. 
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Abb.6 Detektion humaner CD45 exprimierender Zellen im peripheren Blut chimärer Embryonen. 
Lichtmikroskopische sowie fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer kombinierten Immunhistochemie und 
in situ Hybridisierung. Humane KG-1 Zellen (A), murine Leukozyten (C) sowie murine Leukozyten aus 
chimären Embryonen (B) wurden mit einem Antikörper gegen humanes CD45 inkubiert und mittels Vektor Red 
rot angefärbt. Humanes Chromosom 17 wurde durch eine 17�mod DNA Sonde in einer in situ Hybridisierung 
dunkelblau angefärbt. Zur Kontrolle wurden Zellkerne der murinen Leukozyten (C) mit dem DNA-bindenden 
Farbstoff DAPI fluoreszenzblau angefärbt (D). 
 

Zum Nachweis der CD235a-Expression wurde eine weitere Serie von Blastozysten mit KG-1 

Zellen injiziert, das periphere Blut der sich entwickelnden Embryonen isoliert, auf 

Objektträger zentrifugiert und einer humanem CD235a-spezifischen Antikörperfärbung 

unterzogen. In einem Kontrollexperiment konnte keine CD235a+ Zelle unter 100.000 

kernhaltigen Zellen aus einem nicht-injizierten Embryo detektiert werden (Abb.7C). Auch in 

vitro kultivierte KG-1 Zellen wurden vom Antikörper nicht gebunden (Abb.7B). 

Währenddessen wurden 198 von 200 humane Blutzellen vom CD235a-spezifischen 

Antikörper erkannt (Abb.7D). 28 Embryonen aus Injektionen von KG-1 Zellen in murine 

Blastozysten wurden untersucht, wobei in 9 Fällen CD235a+ Zellen nachgewiesen wurden 

(Abb.7A). Dabei waren von 100.000 kernhaltigen Zellen auf dem Objektträger im 

Durchschnitt 9.4 (min=2; max=22) CD235a+ Zellen zu finden.  
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Abb.7 Humane CD235a positive Donorzellen im Blut chimärer E12.5 Embryonen. A) Blutzellen eines 
repräsentativen Embryos nach Injektion humaner leukämischer KG-1 Zellen in murine Blastozysten; B) in vitro 
kultivierte KG-1 Zellen; C) Blutzellen eines nicht-transplantierten Kontrollembryos; D) humanes Blut. 
Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen CD235a positiver Zellen (grün), DAPI gefärbter 
Zellkerne (blau) sowie die überlappende Darstellung beider Fluoreszenzen nach Zentrifugation der Zellen auf 
Objektträger. (Vergrößerung 1000x) 
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Die Ergebnisse dieses Experimentes zeigen, dass die Nachkommen injizierter KG-1 Zellen im 

peripheren Blut chimärer Embryonen zu finden sind und dass sie neben humanen β-Aktin-, 

humanen β- und ε-Globin-Transkripten den humanen panhämatopoetischen Marker CD45 

sowie den Erythrozyten-spezifischen Marker CD235a exprimieren. 

 
3.1.4 Zusammenfassung der Ergebnisse der Injektion humaner leukämischer Zellen in murine 
Blastozysten 
Die Injektion von humanen leukämischen Zellen in murine Blastozysten führte zu chimären 

Embryonen und chimären adulten Mäusen. Der Anteil chimärer Tiere ist dabei deutlich 

geringer, als etwa nach der Injektion muriner ES-Zellen zu erwarten wäre (Beddington and 

Robertson, 1989). 

Nach Injektion in murine Blastozysten besiedelten KG-1 Zellen bevorzugt das Blut und den 

Dottersack sich entwickelnder E12.5 Embryonen sowie das Blut adulter Tiere. Eine 

Abschätzung der Gesamtzahl humaner Zellen im peripheren Blut chimärer Embryonen lässt 

vermuten, dass humane Zellen in muriner embryonaler Mikroumgebung proliferieren 

konnten. Nach Injektion von 5-30 humanen KG-1 Zellen in murine Blastozysten waren im 

peripheren Blut chimärer E12.5 Embryonen etwa 100 Nachkommen der injizierten humanen 

Zellen nachweisbar. Adulte chimäre Tiere entwickelten bis zum Alter von 3 Monaten keine 

Tumoren. 

Nach Injektion in murine Blastozysten wurde in KG-1 Zellen die Expression der ε-  und β-

Globingene induziert. Außerdem können in chimären E12.5 Embryonen humane Zellen 

nachgewiesen werden, die den hämatopoetischen Marker CD45 sowie den erythroiden 

Marker CD235a tragen. Die Expression dieser Gene kann als Indiz einer 

entwicklungsspezifischen Differenzierung humaner leukämischer Zellen in muriner 

Mikroumgebung gewertet werden (Dürr et al., 2003). 

Diese Tatsache ist ein Hinweis darauf, dass eine Regulation des Differenzierungsstatus 

leukämischer Zellen durch embryonale Mikroumgebung stattfindet. 
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3.2 Untersuchungen zum Einfluss Chromatin-modifizierender Substanzen auf das 

Differenzierungspotential muriner NSZ 
NSZ können aus verschiedenen Geweben adulter Tiere, darunter Hippocampus, 

subventrikuläre Zone und Bulbus olfaktorius, gewonnen werden (Morshead et al., 1994; 

Reynolds and Weiss, 1992; Weiss et al., 1996a). Aber auch aus dem Cortex des fötalen 

Gehirns können NSZ isoliert werden (McKay, 1997). Alle hier beschriebenen Experimente 

wurden mit NSZ durchgeführt, die murinen fetalen Hirnen am Tag 14.5 der Entwicklung 

entnommen wurden. Dazu wurde aus Embryonen am Tag 14 der Trächtigkeit das Vorderhirn 

präpariert und durch Trituration in eine Einzelzellsuspension überführt. Die Zellen wurden in 

serumfreiem Medium in Gegenwart von bFGF und EGF kultiviert. Dabei bilden NSZ nicht-

adhärierende Zellaggregate, sogenannte Neurosphären (Hulspas and Quesenberry, 2000) (Bez 

et al., 2003) (Abb.8A). Neurosphären enthalten neben differenzierten Zelltypen neurale 

Stamm- und Vorläuferzellen, die nach Vereinzelung entweder differenzieren oder klonal neue 

Neurosphären bilden und so ihre Stammzelleigenschaft demonstrieren. Limitierende 

Verdünnungsreihen zeigen, dass etwa 3% der Zellen einer Neurosphäre neue Neurosphären 

bilden. Induziert man durch Wachstumsfaktorentzug Differenzierung, so bilden sich aus 

Zellen einer Neurosphäre Neurone (Abb.8B), Astrozyten (Abb.8C) sowie Oligodendrozyten 

(Abb.8D) (Schmittwolf et al., 2005). 
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Abb.8 Charakterisierung in vitro kultivierter muriner NSZ. A) Gezeigt ist die lichtmikroskopische 
Aufnahme in vitro kultivierter humaner Neurosphären (Vergrößerung 200x). Fluoreszenzmikroskopische 
Aufnahmen der Differenzierung humaner NSZ zu: B) Neuronen, C) Astrozyten und D) Oligodendrozyten. 
Linienspezifische Antikörper wurden jeweils mit einem Cy3-gekoppelten Sekundärantikörper (orange) 
angefärbt. Zur Lokalisation einzelner Zellen wurden die Zellkerne mit DAPI (blau) gegengefärbt. 
 

Aktuelle Publikationen zur Entwicklungsmöglichkeit somatischer Stammzellen zeigen, dass 

das Differenzierungspotential von SSZ durch Modifikation des epigenetischen Status 

beeinflusst werden kann (Milhem et al., 2004){Hsieh, 2004 #5367}. Ziel der Untersuchungen 

war es daher, den Einfluss verschiedener Histondeacetylase-Inhibitoren sowie des 

Nukleotidanalogon AzaC auf die Chromatinstruktur neuraler Stammzellen zu untersuchen 

und die Effekte epigenetischer Modifikationen auf die Transkription und das 

Entwicklungspotential neuraler Stammzellen zu bestimmen. Da verschiedene Arbeitsgruppen 

zu unterschiedlichen Ergebnissen in Bezug auf das Entwicklungspotential von SSZ kamen 

wurde spekuliert, dass die Kultur von SSZ in vitro einen Einfluss auf das 

Entwicklungspotential der Zellen haben könnte. Um einen Effekt der in vitro Kultur auf das 

Differenzierungspotential von NSZ gering zu halten, wurden ausschließlich NSZ, die 

längstens 6 Wochen in vitro kultiviert wurden, in den Transplantationsversuchen eingesetzt.  

Dazu wurden murine NSZ mit HDAC-Inhibitoren in Kombination mit dem 
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Nukleotidanalogon AzaC inkubiert. Da HDAC-Inhibitoren Apoptose-induzierende Aktivität 

besitzen, wurden in allen Experimenten NSZ aus bcl-2 transgenen Embryonen eingesetzt 

(Johnstone, 2002). Die ubiquitäre Expression von bcl-2 unter der Kontrolle des murinen H-

2Kb Promotors beeinflusste die embryonale und adulte Entwicklung nicht (Domen et al., 

1998). In limitierenden Verdünnungsreihen zeigten bcl2- transgene NSZ im Vergleich zu 

wildtypischen NSZ eine leicht erhöhte Rate Neurosphären-initiierender Zellen. Bcl-2 

transgene NSZ konnten zu Neuronen, Astrozyten und Oligodendrozyten differenzieren 

(Schmittwolf et al., 2005). 

 
3.2.1 Einfluss von HDAC-Inhibitoren auf die Acetylierung von Histon H4 
Histone nehmen eine wichtige Funktion bei der Ausprägung von Chromatin und somit auch 

bei der Genregulation ein. Da es für die Untersuchung des Entwicklungspotentials von 

somatischen Stammzellen von Interesse war, ob sich das Acetylierungsmuster und eventuell 

die transkriptionelle Aktivität von NSZ ändern lässt, wurden NSZ transient mit HDAC-

Inhibitoren inkubiert. Die meisten bisher bekannten HDAC-Inhibitoren lassen sich den 

Stoffklassen der kurzkettigen Fettsäuren, den Tetrapeptiden sowie den Hydroxamsäuren 

zuordnen. Darüber hinaus gibt es Moleküle weiterer Stoffklassen, die ebenfalls als HDAC-

Inhibitoren wirken. Im Rahmen dieser Versuchsreihe wurden murine NSZ mit den 

Hydroxamsäuren Trichostatin A, SAHA, Scriptaid sowie den Benzamidinen SW68 und 

SW70 inkubiert (Jung, 2001).  

In einer ersten Versuchsreihe wurden murine, aus bcl-2 transgenen Tieren isolierte NSZ für 

48h mit TSA in unterschiedlichen Konzentrationen kultiviert. Nach 48h wurden die Zellen in 

frischem Medium ohne Inhibitoren aufgenommen und erneut für 48h inkubiert. Im Abstand 

von 24 h wurden Zellen entnommen und Kernproteine isoliert. Gleiche Mengen an Proteinen 

wurden anschließend über eine SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran 

geblottet. Die Acetylierung von Histon H4 wurde mittels eines Antiserums gegen die 

acetylierten Lysine 5, 8, 12 und 16 des Histon H4 bestimmt und mit der Gesamtmenge an 

Histon H4 verglichen (Abb.9).  
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Abb.9 Acetylierung von Histon H4 nach Inkubation mit TSA und AzaC. Western-Blot Analyse der 
Acetylierung von Histon H4 in murinen NSZ. Nukleäre Lysate von NSZ, die entweder unbehandelt oder mit 
unterschiedlichen Konzentrationen und Inkubationszeiten von TSA und AzaC kultiviert waren, wurden 
gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran geblottet und mit einem Antiserum behandelt, 
um die Acetylierung von Histon H4 an den Lysinen 5, 8, 12 und 16 zu bestimmen. Anschließend wurde zur 
Ladekontrolle mit einem polyklonalen Antikörper gegen gesamtes Histon H4 getestet. 
 

Im Zellkern in vitro kultivierter NSZ liegt lediglich ein kleiner Teil des gesamten Histon H4 

in der acetylierten Form vor. Bei Inkubation in 50 nM TSA konnte nach 6 h noch keine 

Veränderung des Acetylierungsgrads beobachtet werden. Bei Kultivierung der NSZ mit 

mindestens 100 nM TSA wurde hingegen bereits nach 6 h eine Zunahme der Acetylierung 

festgestellt. Wird die Inkubation mit TSA fortgesetzt, nimmt die Acetylierung weiter zu. Nach 

24 h konnte auch mit 50 nM TSA eine Zunahme der Acetylierung von Histon H4 beobachtet 

werden. Die stärkste Acetylierung von Histon H4 trat nach 48 h unter 200 nM TSA ein. 

Höhere TSA-Konzentrationen bzw. längere Inkubationszeiten konnten nicht analysiert 

werden, da die stark Apoptose-induzierende Wirkung von TSA zu einem deutlichen Abfall 

der Zellzahl geführt hat. Bereits 24 h nach Wegnahme von TSA war ein deutlicher Rückgang 

der Acetylierung von Histon H4 zu beobachten und nach 48 h Kultur ohne TSA war der Grad 

der Acetylierung wieder auf dem Niveau unbehandelter NSZ angelangt. 

Um die Wirkung unterschiedlicher HDAC-Inhibitoren auf die Acetylierung von Histon H4 

sowie die Auswirkung auf die Proliferation der Zellen zu vergleichen, wurden in einem 

weiteren Experiment NSZ eines Kulturansatzes parallel mit 150 nM TSA, 10 µM SAHA, 20 

µM Scriptaid, 20 µM SW68 oder 20 µM SW70 inkubiert (Abb.10). Dabei zeigte sich, dass 

alle HDAC-Inhibitoren bei den eingesetzten Konzentrationen zu einer vergleichbar starken 

Acetylierung von Histon H4 nach 24 bzw. 48 h Inkubation führten. Auch die Deacetylierung 

der Histone nach Wegnahme der HDAC-Inhibitoren erfolgte etwa gleich schnell.  
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Abb.10 Acetylierung von Histon H4 nach Inkubation mit verschiedenen HDAC-Inhibitoren und AzaC. 
Dargestellt sind Western-Blot Analysen nukleärer Lysate von NSZ nach Inkubation mit verschiedenen HDAC-
Inhibitoren in Kombination mit AzaC. Neben der Acetylierung von Histon H4 aus unbehandelten NSZ ist auch 
die Acetylierung von Histon H4 aus NSZ nach Inkubation mit den HDAC-Inhibitoren TSA, SAHA, Scriptaid, 
SW68 und SW70 in Kombination mit AzaC abgebildet. Die Analyse erfolgte gemäß der Beschreibung unter 
Abb.5. Als Ladekontrolle wurde die Menge an gesamten Histon H4 bestimmt. 
 

Der Rückgang der Zellzahlen aufgrund der Behandlung durch HDAC-Inhibitoren war bei 

allen getesteten Substanzen etwa gleich stark. Jedoch erhöhte sich die Zellzahl nach 

Wegnahme von TSA, SW68 und SW70 rascher als nach Behandlung durch SAHA und 

Scriptaid (Reckewell, 2004). 

Somit lässt sich feststellen, dass die transiente Behandlung muriner NSZ mit HDAC-

Inhibitoren zu einer reversiblen Hyperacetylierung von Histon H4 führt. Bereits 6 h nach 

Beginn der Inkubation mit TSA/AzaC kann eine Hyperacetylierung beobachtet werden. Die 

Wegnahme der Inhibitoren führte innerhalb von 24 – 48 h zu einem Rückgang der 

Acetylierung auf das Niveau vor der Behandlung. Die HDAC-Inhibitoren TSA, SAHA, 

Scriptaid, SW68 und SW70 führen bei unterschiedlichen Konzentrationen zu vergleichbar 

starker Acetylierung von Histon H4 in murinen NSZ. 

 

3.2.2 Einfluss von TSA/Aza auf die Methylierung genomischer DNA in neuralen 
Stammzellen 
Neben der Acetylierung von Histonen hat auch die Methylierung von Cytidinen im DNA-

Strang Auswirkung auf die Ausprägung von Hetero- bzw. Euchromatin. Beide Mechanismen 

wirken synergistisch bei der Ausbildung des Chromatin (Csankovszki et al., 2001).  

Im vorliegenden Experiment sollte überprüft werden, ob die Inkubation von NSZ mit AzaC 

die Methylierung des DNA-Stranges beeinflusst. Hierzu wurden murine NSZ sowohl mit dem 

HDAC-Inhibitor TSA, als auch mit dem Nukleotidanalogon AzaC inkubiert. Nach 48 h 

Inkubation wurde die Menge an MeCP2 im Zellkern der NSZ bestimmt. Dazu wurden die 

Zellkerne isoliert, das Lysat im Western-Blot aufgetragen und mit polyklonalen Antikörpern 

gegen MeCP2 getestet. Da MeCP2 direkt an methyliertes Cytidin bindet, kann es als Indikator 

für die Methylierung von DNA genutzt werden (Abb.11). In unbehandelten NSZ konnte eine 

große Menge an MeCP2 im Nukleus nachgewiesen werden.  
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Nach 48 h Inkubation mit 150 nM TSA sowie 500 nM AzaC war eine weitaus geringere 

Menge an MeCP2 Protein in den Zellkernen der NSZ vorhanden.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.11 Einfluss von TSA und AzaC auf die Menge an MeCP2 im Zellkern von NSZ. Abgebildet ist eine 
Western Blot Analyse zur Bestimmung der Menge an MeCP2 im Zellkern von NSZ nach Behandlung mit TSA 
und AzaC. Nukleäre Lysate wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nitrocellulose-Membran geblottet 
und mit einem Antikörper gegen MeCP2 getestet. Als Ladekontrolle wurde die Menge an gesamten Histon H4 
bestimmt. 
 

In einem zweiten Ansatz wurden NSZ ebenfalls für 48 h mit 150 nM TSA und 500 nM AzaC 

behandelt, anschließend die genomische DNA isoliert und einem enzymatischen Verdau 

unterzogen. Die dabei eingesetzten Restriktionsenzyme HpaII und MspI wirken als 

sogenannte Isoschizomere, d.h. sie nutzen beide dieselbe Restriktionsstelle, das Tetramer 

CCGG, wobei MspI den DNA-Strang unabhängig von der Methylierung der Cytidine 

schneidet, während HpaII durch die Methylierung der Cytidine blockiert wird. Wird die 

genomische DNA nach enzymatischem Verdau über ein Agarosegel aufgetrennt, liegt die 

DNA nach MspI Verdau fast vollständig in kleinen Fragmenten vor, während die Inkubation 

mit HpaII die DNA abhängig vom Methylierungsgrad unterschiedlich stark schneidet. In Abb. 

12 ist zu sehen, dass unverdaute DNA aus NSZ überwiegend in langen Fragmenten am 

oberen Ende des Agarosegels zu finden ist. Ein Verdau mit dem Methylierungs-insensitiven 

Restriktionsenzym MspI bewirkt den vollständigen Verdau genomischer DNA, so dass 

überwiegend kurze Fragmente im unteren Teil des Agarosegels sichtbar sind. Die Inkubation 

genomischer DNA aus unbehandelten Zellen mit dem Methylierungs-sensitiven 

Restriktionsenzym HpaII bewirkt lediglich einen geringen Verdau genomischer DNA, d.h. 

aufgrund der Methylierung der Cytidine in der genomischen DNA von NSZ konnte nur ein 

Teil der Restriktionsstellen durch das Enzym getrennt werden. Nach Inkubation von NSZ mit 

150 nM TSA/ 500 nM Aza für 48 h sinkt der Anteil unverdauter genomischer DNA hingegen 

ab. Zwar wird die DNA nicht vollständig verdaut wie bei der Inkubation mit MspI, jedoch 

wird im Vergleich zu genomischer DNA aus unbehandelten NSC durch das                 
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Methylierungs-sensitive Restriktionsenzym HpaII mehr DNA verdaut, d.h. es liegen mehr 

Restriktionsstellen unmethyliert vor. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 12 Methylierung genomischer DNA nach Inkubation von NSZ mit TSA/AzaC. Die Aufnahme eines 
Ethidiumbromid gefärbten 0,5%igem Agarosegels nach Auftrennung genomischer DNA aus NSZ ist dargestellt. 
Murine NSZ wurden mit TSA/AzaC kultiviert. Anschließend wurde die genomische DNA isoliert und mit 
Restriktionsenzymen verdaut. Abgebildet ist die elektrophoretische Auftrennung unverdauter genomischer DNA, 
MspI und HpaII verdauter DNA aus unbehandelten NSZ und HpaII verdauter DNA aus TSA/AzaC behandelten 
Zellen. 
 

Beide Ergebnisse belegen, dass die Inkubation von NSZ mit AzaC einen Einfluss auf die 

Methylierung von Cytidinen im DNA-Strang hat. Zum einen sinkt die Menge an DNA-

gebundenem MeCP2, zum anderen ist die nukleäre DNA nach AzaC Inkorporation 

zugänglicher für einen Verdau des Methylierungs-sensitiven Restriktionsenzyms HpaII.  

 
3.2.3 Reaktivierung der Oct-4 Transkription durch verschiedene HDAC-Inhibitoren  
Der Transkriptionsfaktor Oct-4 gilt als einer der wichtigsten Regulatoren der Totipotenz von 

ES-Zellen (Pesce et al., 1999). Die Expression von Oct-4 ist während der Ontogenese auf 

Zellen der inneren Zellmasse bis zum Blastozystenstadium, sowie auf die Keimzellen des sich 

entwickelnden Organismus beschränkt (Pesce et al., 1999; Scholer et al., 1990). Damit  

murine NSZ ihr Differenzierungspotential verändern und Zelltypen heterologer Gewebe 

bilden, könnte es notwendig sein, dass die Zellen transient pluripotente Eigenschaften sowie 

Genexpressionsmuster pluripotenter Zellen annehmen. Daher sollte der Einfluss 

verschiedener HDAC-Inhibitoren auf die Expression von Oct-4 untersucht werden. Dazu 

wurden murine NSZ unter den gleichen Bedingungen wie in Abb. 10 beschrieben inkubiert. 
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Die Expression von Oct-4 wurde nach 48h mittels RT-PCR untersucht (Abb.13). Wie 

erwartet, konnte eine starke Expression des Oct-4 Genes in ES-Zellen nachgewiesen werden, 

während in vitro kultivierte NSZ keine Transkription von Oct-4 zeigen. Überraschenderweise 

konnte nach Behandlung mit 150 nM TSA, bzw. 10 µM SAHA in Verbindung mit 500 nM 

AzaC Oct-4 Expression in murinen NSZ beobachtet werden, wobei in NSZ, die mit TSA 

behandelt waren, mehr Oct-4 Transkript vorhanden war, als in SAHA-behandelten NSZ. Die 

Behandlung von NSZ mit den HDAC-Inhibitoren Scriptaid, SW68 und SW70 führte hingegen 

zu keiner Reexpression des ES-Zell-spezifischen Oct-4 Gens, was auf eine unterschiedliche 

Wirkung der HDAC-Inhibitoren hindeutet. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 13 Expression von Oct-4 in murinen NSZ nach Kultur mit HDAC-Inhibitoren in Kombination mit 
AzaC. Autoradiogramme von RT-PCR Analysen muriner NSZ. Zur Analyse der Expression des ES-Zell-
Markers Oct-4 wurde aus in vitro kultivierten und mit HDAC-Inhibitoren sowie AzaC inkubierten NSZ RNA 
isoliert, in cDNA umgeschrieben und zur Kontrolle einer HPRT-spezifischen PCR unterzogen. Durch PCR mit 
spezifischen Primern wurde die Expression von Oct-4 in verschiedenen Versuchsansätzen untersucht. Als 
Kontrollen sind die PCR-Ergebnisse von ES-Zellen und von unbehandelten NSZ abgebildet. Um einen Effekt 
des Solvenz DMSO auf die Genexpression der NSZ auszuschließen, wurde ein Ansatz von NSZ mit DMSO 
inkubiert und in die Analyse aufgenommen. 
 

Diese Ergebnisse zeigen, dass durch die Inkubation von NSZ mit den HDAC-Inhibitoren TSA 

und SAHA in Verbindung mit dem Nukleotidanalogon AzaC die Expression des Oct-4 Gens 

in NSZ induziert wird. 

 
3.2.4 Genexpressionsanalyse verschiedener linienspezifischer Gene in NSZ 
Alle Zellen eines Organismus einschließlich der Stammzellen besitzen dasselbe Genom. 

Dennoch unterscheiden sich verschiedene Zelltypen in ihrer Funktion, Morphologie und 

Genexpression. Die Identität jeder Zelle wird dabei durch Zelltyp-spezifische 

Genexpressionsmuster festgelegt (Fisher, 2002) (Cook and Tyers, 2004). Dieses Muster wird 

durch extrinsische Faktoren (extrazelluläre Signalmoleküle, Zell-Zell-Interaktionen) und 

intrinsische Faktoren (Transkriptionsfaktoren) beeinflusst. Wie in Abb. 10 gezeigt wurde, 

bewirkt die Inkubation von NSZ mit allen getesteten HDAC-Inhibitoren eine 

Hyperacetylierung von Histon H4. Gleichzeitig lassen die Ergebnisse vermuten, dass TSA, 
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SW68 und SW70 eine geringe apoptotische Wirkung auf NSZ besitzen. Aus Abb.13 wird 

deutlich, dass die endogene Oct-4 Expression in NSZ durch TSA und SAHA induziert werden 

kann. Zusammenfassend wird deutlich, dass TSA aufgrund seiner Wirkung auf die Histon 

Hyperacetylierung und Oct-4 Reaktivierung in Verbindung mit AzaC ein potenter Induktor 

von Chromatin-Modifikationen in murinen NSZ darstellt.  

Im folgenden Experiment sollte überprüft werden, ob die Behandlung von NSZ mit TSA und 

AzaC die Expression linienspezifischer Gene beeinflusst. In die Analysen wurden die ES-

Zell-spezifischen Gene Nanog und Oct-4 einbezogen (Chambers et al., 2003) (Mitsui et al., 

2003) (Scholer et al., 1990). Außerdem wurde der Transkriptionsfaktor Rex-1, dessen 

Promotor eine Bindungsstelle für Oct-4 besitzt, in die Untersuchungen eingeschlossen 

(Rosfjord and Rizzino, 1994). Da aus früheren Experimenten bekannt war, dass NSZ nach 

Transplantation in Blastozysten transient hämatopoetische Zellen bilden können (Harder et 

al., 2004), wurde die Expression des Hämatopoese-spezifischen Transkriptionsfaktors SCL 

sowie des Protoonkogenes Vav analysiert (Robb et al., 1995) (Zhang et al., 1994)(Abb.14). 

Wie erwartet exprimieren ES-Zellen die Gene Nanog, Oct-4 sowie Rex-1. Außerdem konnten 

Transkripte von SCL in ES-Zellen detektiert werden. Dies steht im Widerspruch zu 

bisherigen Ergebnissen, allerdings konnte gezeigt werden, dass ES-Zellen unter geeigneten 

Kulturbedingungen zu SCL exprimierenden hämatopoetischen Zellen differenzieren können 

(Chung et al., 2002). Daher könnte in der ES-Zell-Population, die für diesen Versuch 

verwendet wurde, SCL exprimierende Zellen vorhanden gewesen sein. In Knochenmarkzellen 

wurden SCL und Vav exprimiert. In einer Primärkultur embryonaler Fibroblasten wurde das 

ES-Zell-spezifische Gen Rex-1 exprimiert. Außerdem war die Expression von SCL und Vav 

nachzuweisen. Während in vitro kultivierte NSZ keines der untersuchten Gene exprimierten, 

konnte nach Inkubation mit 150 nM TSA und 500 nM AzaC die Expression einiger 

linienspezifischer Gene beobachtet werden. Nach einer Inkubationszeit von 24h wurde eine 

schwache Expression des ES-Zell-spezifischen Gens Nanog festgestellt. Auch der 

Transkriptionsfaktor Rex-1 wurde von NSZ nach 24h Inkubation mit TSA und AzaC 

exprimiert. Nach einer Inkubationszeit von 48h konnten neben einer deutlichen Expression 

des ES-Zell-spezifischen Markers Oct-4 auch Transkripte von SCL nachgewiesen werden. 

Die Expression von SCL hielt noch an, nachdem TSA und AzaC bereits seit 24 bzw. 48h 

entfernt worden waren.  Die Expression des Hämatopoese-spezifischen Protoonkogenes Vav 

konnte durch die Behandlung der NSZ mit TSA und AzaC allerdings nicht induziert werden. 
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Abb. 14 Expression von Entwicklungskontrollgenen in murinen NSZ nach Inkubation mit TSA/AzaC. 
Gezeigt sind Autoradiogramme von RT-PCR Analysen verschiedener muriner Zellpopulationen.  Aus ES-
Zellen, mononukleären Knochenmarkszellen, embryonalen Fibroblasten, sowie Kurzzeit-kultivierten bcl-2+ NSZ 
wurde nach verschiedenen Zeitpunkten der Inkubation mit TSA und AzaC RNA isoliert, in cDNA 
umgeschrieben und RT-PCR Reaktionen mit gen-spezifischen Primern für Nanog, Oct-4, Rex-1, SCL, Vav, 
Nestin und HPRT unterzogen. 
 

Die Analyse zeigt, dass die Chromatin-modifizierenden Chemikalien TSA und AzaC in der 

Lage sind, das Genexpressionsmuster von NSZ zu verändern. Nach der Inkubation in TSA 

und AzaC exprimieren die Zellen Gene, die in ES-Zellen sowie hämatopoetischen Zellen 

exprimiert werden. 

  
3.2.5 Untersuchungen zur Besiedelung muriner Embryonen durch NSZ  
In den vorherigen Experimenten konnte gezeigt werden, dass eine transiente Behandlung von 

NSZ mit dem HDAC-Inhibitor TSA sowie dem Nukleotidanalogon AzaC zu einer 

Hyperacetylierung von Histon H4 (Abb.10) und einer Demethylierung genomischer DNA 

(Abb.11, Abb.12) führt. Gleichzeitig induziert die Behandlung von NSZ mit TSA/AzaC die 

Expression der ES-Zell-spezifischen Gene Nanog, Oct-4 und Rex-1 sowie des 

hämatopoetischen Markers SCL (Abb.14). Aus früheren Untersuchungen ist bekannt, dass 

NSZ trotz einer Behandlung mit TSA und AzaC ihr Neurosphären-initiierendes Potential und 

die Differenzierungsfähigkeit zu neuronalen Zelltypen beibehalten (Schmittwolf et al., 2005). 

Welchen Effekt die epigenetische Modifikation auf das Entwicklungspotential der NSZ hat, 



Ergebnisse  46 

sollten in einem in vivo Versuchsaufbau bestimmt werden, der die Voraussetzungen zur 

Differenzierung in alle Zelltypen entsprechend pluripotenten ES-Zellen  zur Verfügung stellt. 

Die Injektion von Zellen in murine Blastozysten und die Analyse der Besiedelung von 

Organen des sich entwickelnden Embryos erlaubt den Vergleich der 

Entwicklungsmöglichkeit von somatischen Stammzellen mit pluripotenten ES-Zellen, die 

nach Injektion in Blastozysten an der Entwicklung aller Gewebe und Organe teilnehmen 

(Beddington and Robertson, 1989). In diesem Experiment wurde daher 5 – 10 Zellen aus 

einer unmittelbar vorher vereinzelten und längstens 6 Wochen in vitro kultivierten 

Neurosphärenkultur in das Blastozoel von 3.5 Tage alten murinen Blastozysten injiziert. Nach 

Retransfer in scheinschwangere Ammentiere wurden Tiere geboren, die im Alter von 3 

Monaten auf Chimerismus untersucht wurden. Dabei wurden männliche Zellen injiziert und 

weibliche Tiere mittels einer Y-Chromosom-spezifischen PCR auf die Anwesenheit 

männlicher Zellen überprüft. Es wurden aus adulten Tieren 15 Gewebe entnommen und in die 

Untersuchungen einbezogen (Abb.15). 

Um den Einfluss einer transienten Inkubation von NSZ in TSA und AzaC auf das 

Entwicklungspotential der NSZ zu untersuchen, wurden unbehandelte NSZ sowie NSZ, die 

für 48 h mit 150 nM TSA/ 500 nM AzaC inkubiert wurden, in murine Blastozysten injiziert 

und die Unterschiede in der Besiedelung von Geweben und Organen der adulten Tiere 

ermittelt. Insgesamt wurden 10 Tieren nach Injektion unbehandelter und 10 Tiere nach 

Injektion behandelter NSZ in die Untersuchungen eingeschlossen. In allen 10 Tieren, die als 

Blastozysten unbehandelte NSZ erhalten hatten, wurden in mindestens einem Gewebe 

männliche Zellen detektiert. Der Anteil an Donorzellen in chimären Geweben lag bei etwa 

0.2% (Abb.15A, Tab. 2A). Vergleichbar mit früheren Untersuchungen (Kirchhof et al., 2002) 

wurden die neuralen Gewebe Hirn, Rückenmark und Nervus ischiadicus häufig von 

injizierten NSZ besiedelt. Während Hirn und Rückenmark in 5 der 8 Tiere besiedelt waren, 

war der N. ischiadicus in 4 Mäusen chimär. Allerdings waren auch in einigen 

hämatopoetischen Geweben männliche Zellen nachweisbar. So konnte im Knochenmark und 

peripheren Blut von 4 analysierten Tieren Chimerismus festgestellt werden. Auch der Thymus 

war bei 4 Tieren durch männliche Zellen besiedelt. Auch in anderen, nicht-neuralen Organen  

konnte ein Chimerismus nachgewiesen werden. Allein in den Hautbiopsien der untersuchten 

Tiere fanden sich keine männlichen Donorzellen. 

Auch nach Behandlung von NSZ mit TSA/AzaC konnten männliche Zellen in zahlreichen 

Geweben der untersuchten Tiere nachgewiesen werden (Abb.15B, Tab. 2B). Hier waren 

Rückenmark, Herz, Muskel und Knochenmark die am häufigsten besiedelten Gewebe. 
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Insgesamt 7 von 10 Tieren wiesen männlichen Zellen im Rückenmark auf, in 6 von 10 Tieren 

waren Herz, Skelettmuskel und Knochenmark besiedelt. Aber auch andere Gewebe wiesen 

ähnlich wie nach Injektion unbehandelter NSZ Donorzellen auf. Ein Vergleich des 

Besiedelungsmusters adulter Tiere nach Injektion unbehandelter und TSA/AzaC behandelter 

NSZ ergab, dass behandelte NSZ alle untersuchten Gewebe besiedeln, während unbehandelte 

NSZ nicht in der Haut zu finden waren. In den übrigen Geweben waren in den meisten Fällen 

mehr Tiere durch TSA/AzaC behandelte NSZ besiedelt als durch unbehandelte NSZ. 

 

 

Abb.15 Verteilung von Donorzellen in adulten Mäusen nach Injektion muriner NSZ in Blastozysten. A) 
Gezeigt ist ein repräsentatives Weibchen, das nach Injektion männlicher unbehandelter NSZ in 
Präimplantationsblastozysten und Transfer in Ammentiere im Alter von 3 Monaten männliche Zellen in seinen 
Geweben enthielt. B) Abgebildet ist ein weibliches Tier, das nach Injektion männlicher TSA/AzaC behandelter 
NSZ in Präimplantationsblastozysten im Alter von 3 Monaten männliche Zellen in seinen Geweben enthielt.  
Dargestellt sind Autoradiogramme einer PCR Southern-Blot Analyse männlicher Donoranteile in Geweben 
weiblicher Tiere nach Injektion männlicher NSZ in murine Blastozysten. Jeweils eine Verdünnungsreihe von 20 
bis 0 % männlicher in weiblicher Zellen sowie ein Kontrollansatz ohne genomische DNA (H2O) ist abgebildet. 
Mittels YMT PCR wurden männliche Zellen detektiert. Zur Kontrolle der Menge und Qualität der eingesetzten 
genomischen DNA wurden alle Proben einer Myogenin-spezifischen PCR unterzogen. 
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Tab.2 Verteilung von Donorzellen in adulten weiblichen Rezipienten nach Blastozysteninjektion 
männlicher NSZ. Dargestellt ist das Ergebnis der PCR Southern-Blot Analyse von Geweben adulter Mäuse. 
Aufgeführt sind  weibliche Tiere, die nach Injektion männlicher unbehandelter NSZ (A) sowie männlicher 
TSA/AzaC inkubierter NSZ in murine Blastozysten im Alter von 3 Monaten Y-Chromosom+ Zellen in ihren 
Geweben enthielten. Mit einem (x) markiert sind die Gewebe der individuellen Tiere, die Donoranteile zeigten. 
Die Gesamtzahl der chimären sowie der untersuchten Gewebe ist angegeben. 
 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass murine NSZ nach Injektion in 

Präimplantationsblastozysten den sich entwickelnden Embryo besiedeln und im adulten Tier 

neben neuralen auch in vielen anderen Geweben und Organen zu finden sind. Eine Inkubation 

der NSZ mit 150 nM TSA und 500 nM AzaC für 48h führt dazu, dass alle Organe zumindest 

in einem Tier Donorzellen aufweisen. Desweiteren hat es den Anschein, dass der Anteil an 

Tieren, die chimäre Organe und Gewebe aufweisen, zunimmt.  

Über die zelluläre Identität der Donorkontribution in Geweben geben die Daten aus der PCR-

Analyse keine Auskunft. Aus Genexpressionsanalysen war bekannt, dass NSZ nach 

Inkubation mit TSA und AzaC den Hämatopoese-spezifischen Transkriptionsfaktor SCL 

exprimieren. Zudem war das Knochenmark von Rezipientenmäusen nach Injektion 

TSA/AzaC behandelter NSZ etwas häufiger besiedelt, als nach Transplantation unbehandelter 

NSZ. Um zu überprüfen, ob NSZ nach Injektion in murine Blastozysten auch zu anderen als 

neuralen Zellen differenzieren können, wurden daher Knochenmarkzellen chimärer Tiere 
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immunhistochemisch analysiert. Dazu wurden chimäre Tiere durch Y-Chromosom-

spezifische YMT-PCR identifiziert, mononukleäre Zellen des Knochenmarks isoliert, auf 

Objektträger zentrifugiert und einer Antikörperfärbung unterzogen. Zum Nachweis einer 

hämatopoetischen Differenzierung der NSZ wurden die Knochenmarkzellen gegen den 

panhämatopoetischen Marker CD45 gefärbt. Donorzellen wurden anschließend durch eine in-

situ Hybridisierung gegen das Y-Chromosom nachgewiesen. Eine Kontrollfärbung von 

Knochenmarkzellen einer männlichen Spendermaus (Abb.16A) zeigt, dass von 100 

männlichen hämatopoetischen Zellen etwa 98 Zellen eine rote Oberflächenfluoreszenz 

aufgrund der CD45-spezifischen Antikörperfärbung sowie eine punktuelle Grünfluoreszenz 

des Y-Chromosoms zeigen. NSZ, die aus einem männlichen Embryo isoliert wurden, zeigten 

keine Färbung durch den CD45-spezifischen Antikörper. Allerdings konnte in über 90% der 

Zellen Signale der Y-Chromosom-spezifischen Sonde detektiert werden (Abb.16B). 

Knochenmarkzellen einer weiblichen Spendermaus zeigen zwar eine rote Fluoreszenzfärbung 

durch CD45-spezifische Antikörperbindung aber keinerlei grüne Fluoreszenzfärbung 

(Abb.16C). Die Analyse des Knochenmarks von zwei Tieren #D und #E, die aus der Injektion 

von unbehandelten NSZ in eine Blastozyste hervorgingen, zeigte männliche Donorzellen, die 

kein CD45 exprimieren. In Abb.16D ist exemplarisch eine Donorzelle im Knochenmark von 

Tier #D gezeigt. In beiden Tieren befanden sich 10 männliche, CD45- Donorzellen unter 

100.000 Knochenmarkzellen. Dagegen ergab die Untersuchung der Knochenmarkzellen der 

beiden Tiere #G und #Q, denen als Blastozyste TSA/AzaC behandelte NSZ injiziert wurden, 

dass im Knochenmark dieser Tiere männliche Donorzellen vorhanden sind, die den 

hämatopoetischen Marker CD45 exprimieren (Abb.16E, Tier #Q). Von 25 Y-Chromosom+ 

Donorzellen unter 100.000 Knochenmarkzellen in Tier G exprimierten 5 den Hämatopoese-

spezifischen Marker CD45. Bei Tier Q befanden sich unter 100.000 Zellen im Knochenmark 

32, die durch die Y-Chromosom-spezifische Sonde als männlich identifiziert wurden. 

Darunter wurden 2 Zellen auch durch Antikörper gegen CD45 gefärbt. 
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Abb.16 CD45/Y-Chromosom positive Donorzellen im Knochenmark chimärer weiblicher Mäuse. A) 
Knochenmarkzellen einer männlichen Kontrollmaus; B) in vitro kultivierte NSZ aus einem männlichen Embryo; 
C) Knochenmarkzellen einer weiblichen Kontrollmaus; D) Knochenmarkzellen einer chimären weiblichen Maus 
nach Injektion männlicher unbehandelter NSZ in Blastozysten; E) Knochenmarkzellen einer chimären 
weiblichen Maus nach Injektion männlicher TSA/AzaC behandelter NSZ in Blastozysten. Gezeigt sind 
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Knochenmarkzellen nach immunhistochemischer Färbung gegen 
murines CD45 (rot) sowie Y-Chromosom-spezifischer  in situ Hybridisierung (grün). Zellkerne sind mit DAPI 
(blau) angefärbt.  
 

Es ist festzuhalten, dass die  Inkubation von NSZ mit TSA und AzaC zu einer vermehrten 

Besiedelung muriner Gewebe nach Injektion in Blastozysten führt und dass TSA/AzaC 

behandelte NSZ oder deren Nachkommen nach Besiedelung sich entwickelnder Embryonen 

Zellen bilden, die den hämatopoetischen Marker CD45 exprimieren. 

 

3.2.6 Zusammenfassung der Ergebnisse zum Einfluss epigenetischer Modifikationen auf das 
Entwicklungspotential muriner NSZ 
Die vorliegenden Experimente zeigen, dass eine transiente Behandlung muriner NSZ mit 

HDAC-Inhibitoren und dem Nukelotidanalogon AzaC zur Hyperacetylierung von Histonen 

und Demethylierung genomischer DNA führt. Die Inkubation von NSZ mit TSA und Aza 

führt zu einer Reaktivierung der Oct-4 Expression in NSZ. Daneben wird der 

hämatopoetische Transkriptionsfaktor SCL exprimiert. Nach Injektion in murine Blastozysten 

besiedeln sowohl unbehandelte als auch TSA/Aza inkubierte NSZ sich entwickelnde 
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Embryonen und können im adulten Tier in einer Vielzahl von Geweben und Organen 

nachgewiesen werden. Die Behandlung von NSZ mit TSA/AzaC führt dazu, dass der Anteil 

chimärer Geweben zunimmt. Zusätzlich konnten im Knochenmark chimärer Tiere nach 

Transplantation TSA/AzaC behandelter NSZ Donorzellen nachgewiesen werden, die den 

hämatopoetischen Marker CD45 exprimierten. 

 

3.3 Untersuchung des Einflusses von Chromatin-modifizierenden Substanzen auf 

humane neurale Stammzellen 

Potentielle therapeutische Anwendungen humaner somatischer Stammzellen zielen auf die 

Erzeugung von Ersatzgewebe für Transplantationszwecke ab (Jakel et al., 2004) (McBride et 

al., 2004) (Lindvall et al., 2004). Jedoch ist die Zugänglichkeit zu somatischen Stammzellen 

im adulten Organismus bei einigen Stammzellsystemen erschwert oder das Gewebe verfügt 

über kein bekanntes Stammzellsystem im adulten Organismus. So lässt sich zwar eine 

begrenzte Zahl hämatopoetischer Stamm- und Vorläuferzellen aus dem Knochenmark oder 

dem peripheren Blutsystem eines Erwachsenen isolieren, die Gewinnung von NSZ ist 

hingegen ohne schwerwiegende Eingriffe nicht möglich. Eine Lösung könnte die Erweiterung 

des Entwicklungspotentials leicht isolierbarer somatischer Stammzellen sein, so dass diese 

Zellen eines anderen Kompartimentes bilden können.  

An murinen NSZ konnte bereits gezeigt werden, dass durch eine Behandlung mit 

Chemikalien, die den Epigenotyp der Zellen destabilisieren, das Entwicklungspotential der 

Zellen erweitert werden kann und dass NSZ Hämatopoese-spezifische Marker exprimieren 

(Abb. 16)(Schmittwolf et al., 2005). Die Ergebnisse aus dem murinen Stammzellsystem 

sollten nun auf humane NSZ übertragen werden. 

 
3.3.1 Charakterisierung und Differenzierung humaner neuraler Stammzellen 
Humane NSZ lassen sich aus fetalem Hirn isolieren und wachsen ähnlich murinen NSZ in 

Serum-freien Medium, das mit den Wachstumsfaktoren EGF, bFGF und NSF-1 angereichert 

ist (Svendsen et al., 1998). Die NSZ bilden dabei freischwimmende Neurosphären (Abb.17A, 

B). Die in den beschriebenen Versuchen eingesetzten humanen NSZ wurden von der Firma 

Cambrex bezogen. Die Isolation aus humanen Feten erfolgte mit Einverständniserklärung, für 

die Experimente lag eine Erlaubnis der Ethikkommission der Medizinischen Fakultät der 

Universität Würzburg vor. Unter den vorhandenen Laborbedingungen proliferierten die 

humanen NSZ sehr langsam und stellten nach kurzer in vitro Kultur die Proliferation ein. 

Dadurch war die Anzahl der zur Verfügung stehenden Zellen limitiert.                             
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Durch Wachstumsfaktorentzug differenzierten die Zellen zu �-Tubulin+ Neuronen (Abb.17C) 

und O4+ Oligodendrozyten (Abb.17D). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 17 Charakterisierung humaner in vitro kultivierter NSZ. Gezeigt sind lichtmikroskopische Aufnahmen 
in vitro kultivierter humaner Neurosphären. A) Vergrößerung 100x; B) Vergrößerung 200x. 
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Differenzierung humaner NSZ zu C) Neuronen sowie D) 
Oligodendrozyten sind abgebildet. Linienspezifische Antikörper wurden jeweils mit einem Cy3-gekoppelten 
Sekundärantikörper (orange) angefärbt. Zur Lokalisation einzelner Zellen wurden die Zellkerne mit DAPI (blau) 
gegengefärbt. 

 
 
3.3.2 Einfluss von TSA/AzaC auf die Histonacetylierung  
Zur Überprüfung der These, dass die Inkubation humaner NSZ in TSA/AzaC einen 

vergleichbaren Effekt auf die Acetylierung von Histon H4 wie bei murinen NSZ ausübt, 

wurden humane Zellen für 48 h mit 150 nM TSA und 500 nM AzaC kultiviert. Nukleäres 

Lysat wurde über eine SDS-PAGE aufgetrennt und geblottet. Die Acetylierung von Histon 

H4 wurde mittels eines Antiserums bestimmt und mit der Menge an gesamten Histon H4 
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verglichen. Wie in Abb. 18 deutlich wird, induziert die Behandlung humaner NSZ mit 

TSA/AzaC ähnlich wie bei murinen NSZ eine Hyperacetylierung von Histon H4. Aufgrund 

der begrenzten Zahl an humanen NSZ wurde auf weitergehende Untersuchung der 

Acetylierung von Histon H4 bzw. der Methylierung genomischer DNA verzichtet. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.18 Acetylierung von Histon H4 in humanen NSZ. Western-Blot Analyse der Acetylierung von Histon H4 
im Zellkern humaner NSZ vor bzw. nach Inkubation mit TSA und AzaC. Zur Kontrolle der gleichmäßigen 
Beladung des Gels wurde der Blot mit einem Antikörper gegen gesamtes Histon H4 getestet. 

 
 
3.3.3 Besiedelung immun-supprimierter NOD/SCID Mäuse durch humane Nabelschnurzellen, 
humane neurale Stammzellen und TSA/AzaC behandelte humane neurale Stammzellen 
Da auch in humanen NSZ eine Hyperacetylierung von Histon H4 nach Inkubation in 

TSA/AzaC beobachtet werden konnte, sollte der Einfluss der epigenetischen Modifikation auf 

das Entwicklungspotential humaner NSZ analysiert werden. Insbesondere war zu überprüfen, 

ob humane NSZ, ähnlich muriner NSZ, nach transienter Behandlung mit TSA und AzaC zu 

einer Differenzierung zu hämatopoetischen Zellen fähig sind. NOD/SCID Mäusen fehlen 

aufgrund multipler Mutationen verschiedene Effektorzellen des Immunsystems. Neben T- und 

B-Lymphozyten können im peripheren Blut dieser Tiere auch keine NK-Zellen nachgewiesen 

werden (eigene Beobachtungen). Lediglich eine kleine Population von Makrophagen ist zur 

unspezifischen Immunabwehr fähig. Diese Tiere werden daher erfolgreich als Rezipienten für 

die hämatopoetische Repopulation nach Injektion humaner HSZ verwendet, da keine 

Abstoßungsreaktionen gegen das Xenotransplantat auftreten (Larochelle et al., 1995) (Greiner 

et al., 1995) (Tamaki et al., 2002).  In diesen Tieren sollte zunächst die Repopulation des 

hämatopoetischen Systems, nachfolgend auch anderer Gewebe und Organe mittels FACS-

Analyse des Knochenmarks sowie humanspezifischer PCR an genomischer DNA untersucht 

werden.  
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Abb.19 Besiedelung des Knochenmarks von NOD/SCID Tieren durch humane Zellen. A) 
Knochenmarkzellen eines nicht-transplantierten NOD/SCID Tieres; B) Knochenmark eines NOD/SCID Tieres 
nach Transplantation humaner hämatopoetischer Vorläuferzellen; C) Knochenmark eines NOD/SCID Tieres 
nach Transplantation unbehandelter humaner NSZ; D) Knochenmarkzellen eines NOD/SCID Tieres nach 
Transplantation TSA/AzaC behandelter humaner NSZ. Abgebildet ist die durchflusszytometrische Analyse von 
Knochenmarkzellen. Im Vorwärtsstreulicht/Seitwärtsstreulicht-Diagramm werden die  Zellen anhand ihrer 
Morphologie aufgetrennt. Im eingegrenzten Bereich befinden sich die lebenden Zellen. Im Vorwärtsstreulicht/ 
humanes CD45-FITC Diagramm werden humane hämatopoetische Zellen aufgetrennt. Im oberen Teil des 
Diagramms befinden sich die humanen Zellen. Angegeben ist der Anteil der lebenden, humanen CD45+ Zellen. 
 
Im Knochenmark nicht-transplantierter NOD/SCID Tiere konnten keine humanen CD45+ 

Zellen nachgewiesen werden (Abb.19A). In einem Kontrollexperiment wurden 4.5 x 106 

humane CD34+ Zellen aus der Nabelschnur intravenös in subletal bestrahlte NOD/SCID  

Tiere transplantiert. Acht Wochen nach Transplantation zeigten 5 von 15 analysierten Tieren 



Ergebnisse  55 

humane CD45+ Zellen im Knochenmark (Abb.19B). Daraufhin wurden in zwei NOD/SCID 

Mäuse jeweils 2 x 105 humane in vitro kultivierte NSZ transplantiert. Keines der beiden Tiere 

zeigte nach acht Wochen humane CD45+ Zellen im Knochenmark (Abb.19C). Die 

Transplantation von 2 x 105 humanen NSZ, die für 48 h mit 150 nM TSA und 500 nM AzaC 

inkubiert waren, ergab nach acht Wochen ebenfalls keine humanen CD45+ Zellen im 

Knochenmark von zwei transplantierten Tieren (Abb.19D). Um zu überprüfen, ob humane 

CD45+ Zellen in den transplantierten Tieren vorhanden sind, wurden aus allen vier Tieren 15 

verschiedene Gewebe und Organe entnommen und genomische DNA isoliert. Die Analyse 

der genomischen DNA mittels human-spezifischer 17�mod PCR ergab keine Kontribution 

durch humane Zellen in den Geweben (Abb.20A, B). 

  

 

Abb.20 Gewebeverteilung humaner Zellen in immun-supprimierten NOD/SCID Tieren nach 
Transplantation humaner NSZ. Autoradiogramme einer PCR Southern-Blot Analyse humaner Donoranteile in 
Geweben adulter Mäuse nach intravenöser Transplantation humaner unbehandelter NSZ (A) und humaner NSZ 
nach Behandlung mit TSA/AzaC (B). Jeweils eine Verdünnungsreihe von 0 bis 500 humanen Zellen in 100.000 
murinen Zellen sowie ein Kontrollansatz ohne genomische DNA (H2O) ist abgebildet. Mittels 17�mod PCR 
wurden humane Zellen detektiert. Zur Kontrolle der Menge und Qualität der eingesetzten genomischen DNA 
wurden alle Proben einer Myogenin-spezifischen PCR unterzogen.  
 

Da humane NSZ in vitro nur begrenzt proliferierten, konnten keine weiteren Versuchsansätze 

mit größerer Tier- bzw. Zellzahl durchgeführt werden. 
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3.3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse zur Behandlung humaner NSZ mit TSA und AzaC 
Humane NSZ können, ähnlich murinen NSZ, in vitro kultiviert und differenziert werden. Die 

Proliferationsrate der verwendeten humanen NSZ ist sehr gering. Die Inkubation humaner 

NSZ mit TSA und AzaC führt vergleichbar muriner NSZ zu einer Hyperacetylierung von 

Histon H4. Eine Erweiterung des Entwicklungspotentials der NSZ in Form einer 

hämatopoetischen Differenzierung nach Inkubation mit TSA/AzaC und intravenöser 

Transplantation in immun-supprimierte NOD/SCID Tiere konnte nicht beobachtet werden. 
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4 Diskussion 
 

4.1 Injektion humaner Tumorzellen in murine Blastozysten 

Im Rahmen dieser Versuchsreihe sollte geklärt werden, ob die Injektion humaner 

leukämischer KG-1 Zellen in murine Blastozysten zu chimären Tieren führt, ob die 

embryonale Umgebung die Proliferation und Differenzierung leukämischer Zellen kontrolliert 

und ob humane leukämische Zellen zur Differenzierung angeregt werden können. 

Die Transplantation von ES-Zellen in einen adulten Organismus bewirkt die Bildung 

sogenannter Teratokarzinome, malignen Tumoren, die differenzierte Zellen aller drei 

Keimblätter enthalten. Experimente mit  murinen embryonalen Karzinomazellen zeigten, dass 

diese Zellen nach Injektion in adulte Tiere wiederum Teratokarzinome ausbilden. Wurden 

EK-Zellen allerdings in Blastozysten injiziert, entwickelten sich Mäuse, die in allen Geweben 

einschließlich der Keimbahn einen Chimerismus zeigten, ohne dass die chimären Tiere an 

Tumoren erkrankten (Mintz and Illmensee, 1975). Aufbauend auf diesen Versuchen sollten 

nun humane leukämische Zellen in murine Blastozysten injiziert werden. 

Ein erstes Hindernis bei der Etablierung solcher Chimären ist die xenogene Situation, die 

entsteht, wenn humane Zellen in einen murinen Organismus injiziert werden, da das 

Immunsystem der Mäuse die humanen Zellen als fremd erkennen und abstoßen könnte. Da 

bei der Blastozysteninjektion die humanen Zellen in präimmune Entwicklungsstadien der 

Tiere gelangen, könnte während der späteren Entwicklung des Immunsystems Toleranz 

gegenüber den injizierten humanen Zellen induziert werden, die eine Besiedelung des 

Organismus durch die humanen Zellen zulässt. 

Dass es prinzipiell möglich ist, chimäre Tiere durch Blastozysteninjektion humaner Zellen zu 

erzeugen, konnte bereits gezeigt werden. Nach Injektion humaner HSZ aus Nabelschnurblut 

in murine Blastozysten entwickelten sich chimäre Tiere mit humanen Blutzellen (Kirchhof et 

al., 2002). Wie die vorliegenden Ergebnisse zeigen, konnten auch durch Injektion humaner 

Zellen der etablierter Leukämiezelllinie KG-1 in murine Blastozysten chimäre Embryonen 

und adulte Tiere erzeugt werden. Allerdings ist der Anteil chimärer Tiere weit niedriger, als 

nach Injektion von ES-Zellen oder murinen HSZ zu erwarten (Abb.4, Tab.1). Nach der 

Injektion muriner ES-Zellen oder humaner HSZ lag der Anteil an Embryonen, die sich aus 

injizierten Blastozysten entwickelten, bei etwa 70 %, während diese Rate nach Injektion 

humaner leukämischer Zellen zwischen 20 und 50 % lag (persönliche Mitteilung Dr. F. 

Harder, eigene Beobachtungen). Ein Grund könnte sein, dass die leukämischen Zellen 

vergleichbar ihrem Verhalten in vitro bzw. im Patienten unkontrolliert proliferieren.     
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Werden 30 humane AML Zellen in Blastozysten mit etwa 150 murinen Zellen injiziert, 

könnte dies zur Folge haben, dass die humanen Zellen den murinen Embryo überwachsen. 

Dies würde sehr wahrscheinlich dazu führen, dass die chimären Embryonen zugrunde gehen. 

Allerdings führte die Injektion humaner Zellen in Blastozysten zur Bildung chimärer 

Embryonen und chimärer adulten Tiere. Dies deutet darauf hin, dass die murine embryonale 

Mikroumgebung entweder eine unkontrollierte Proliferation der humanen leukämischen 

Zellen verhindern konnte, oder in den leukämischen Zellen Apoptose induziert und somit eine 

Überwucherung des Embryos verhindert hat. 

Die Embryonen, die sich trotz erhöhter Letalität nach Injektion humaner Zellen einer 

etablierter AML Zelllinien entwickelten, zeigten einen Chimerismus, der vergleichbar ist mit 

Ergebnissen nach Injektion humaner HSZ aus Nabelschnurblut. Im Gegensatz dazu war die 

Kontribution der Donorzellen nach Injektion muriner HSZ in Blastozysten bis zu 100fach 

erhöht. Ein Grund für die verminderten Donoranteile nach Injektion humaner Zellen in 

murine Blastozysten könnte die speziesspezifische Wirkung vieler Wachstumsfaktoren wie 

z.B. IL-3 und GM-CSF sein (Harder et al., 2002). Dadurch ist die murine Mikroumgebung 

nur bedingt fähig, Proliferation oder Differenzierung humaner Zellen zu ermöglichen.  

 

4.1.1 Gewebespezifische Kontribution humaner leukämischer Zellen nach Injektion in 
murine Blastozysten 
Injiziert man leukämische Zellen in Blastozysten, ergeben sich mehrere Möglichkeiten einer 

Verteilung dieser Zellen bzw. ihrer Nachkommen im sich entwickelnden chimären 

Organismus. Prinzipiell könnten die Zellen ähnlich ES-Zellen die Fähigkeit besitzen, an der 

Bildung aller Gewebe in gleicher Weise teilzunehmen. Es wäre auch möglich, dass die Zellen 

nur wenige Gewebe besiedeln oder präferentiell nur in bestimmten Geweben zu finden sind.  

Die Gewebespezifität der Zellen kann dabei durch Oberflächenproteine und Rezeptoren 

reguliert werden. Von einigen ES-Zelllinien ist beispielsweise bekannt, dass sie nach 

mehreren in vitro Passagen nicht mehr in der Lage sind, nach Injektion in Blastozysten 

fortpflanzungsfähige Nachkommen zu bilden (Nagy et al., 1993).  

Für die gerichtete Besiedelung von Organen ist darüber hinaus die Expression bestimmter 

Faktoren notwendig, die eine Interaktion der Zellen mit ihrer Umgebung ermöglichen. 

Im Laufe der Säugerontogenese wandern beispielsweise die HSZ der definitiven 

Hämatopoese, die zuerst in der AGM Region lokalisiert werden können (Müller et al., 1994), 

zunächst in die fetale Leber, die eine zentrale Rolle in der fetalen Hämatopoese einnimmt, 

und später in das Knochenmark, welches das wichtigste hämatopoetische Organ des adulten 

Organismus darstellt (Bonifer et al., 1998; Medvinsky and Dzierzak, 1996). Bei der Migration 
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durch den Embryo benötigen die HSZ Signale, die den Weg zum Zielorgan weisen. Solche 

Signale werden unter anderem von den Integrinen, den Proteinen der Zell-Zell-Interaktion, 

bereitgestellt. Ein Ausschalten des �1-Integrines führt im murinen Embryo dazu, dass die 

HSZ aus der fetalen Leber nicht mehr das Knochenmark besiedeln können, sondern im 

peripheren Blut akkumulieren (Hirsch et al., 1996; Potocnik et al., 2000). Die Besiedelung 

von Organen durch zirkulierende Zellen findet auch im adulten Tier unentwegt statt. Hier 

spielt unter anderem der Rezeptor CXCR4 und sein Ligand SDF-1 bei der Einnistung der 

HSZ eine wichtige Rolle. Wird der Rezeptor blockiert, so können die HSZ das Knochenmark 

von letal bestrahlten Mäusen nicht mehr repopulieren (Lapidot, 2001). 

Humane leukämische KG-1 Zellen zeigten nach Injektion in murine Blastozysten 

Gewebekontribution präferentiell in hämatopoetischen Geweben von E12.5 Embryonen und 

adulten Tieren (Abb.4, Abb.5). Während humane Zellen nach Injektion von KG-1 Zellen vor 

allem im peripheren Blut und Dottersack sich entwickelnder Embryonen zu finden waren, 

konnten Donorzellen häufig im peripheren Blut adulter Tiere nachgewiesen werden. Das 

gerichtete Besiedelungsverhalten der injizierten Zellpopulationen deutet darauf hin, dass das 

Expressionsprofil der Faktoren, die für die Migration und das Überleben der Zellen in 

bestimmten Organen notwendig sind, eine Migration in hämatopoetische Gewebe begünstigt. 

So ist von KG-1 Zellen beispielsweise bekannt, dass sie �1-Integrin (CD29) exprimieren 

(Prieto et al., 1994), was die bevorzugte Besiedelung hämatopoetischer Gewebe begünstigt 

haben könnte. 

Bei adulten chimären Tieren konnte nach Injektion humaner AML Zellen am häufigsten eine 

Kontribution in den hämatopoetischen Geweben detektiert werden (Tab.1). Es ist nicht davon 

auszugehen, dass die humanen Zellen ihre Verteilung in murinen embryonalen Geweben auch 

im adulten Stadium vollständig beibehalten, sondern dass die Zellen einer ebensolchen 

Dynamik unterworfen sind, wie die Zellen  der normalen murinen Hämatopoese. Dass die 

Zellen, wenn auch nicht ausschließlich, so doch überwiegend in hämatopoetischen Geweben 

detektiert  werden könnte bedeuten, dass die Nachkommen der humanen AML Zellen in den 

adulten Tieren Marker tragen, die ihnen diese gerichtete Besiedelung ermöglichen.  

Im Einklang mit der präferentiellen Besiedelung hämatopoetischer Gewebe stehen auch die 

Ergebnisse aus dem immunhistochemischen Nachweis der Donorzellen. Humane Zellen in 

chimären Geweben exprimieren ebenso wie KG-1 Zellen aus in vitro Kultur den 

panhämatopoetischen Marker CD45 (Abb. 6). Die Donorzellen, die die hämatopoetischen 

Gewebe der sich entwickelnden Embryonen besiedeln, behalten also ihre hämatopoetische 

Zellidentität bei. 
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Die Ergebnisse aus der Injektion humaner leukämischer Zellen in murine Blastozysten stehen 

also im Einklang mit Ergebnissen aus der Injektion humaner HSZ (Harder et al., 2002), 

muriner HSZ (Geiger et al., 1998) und der murinen hämatopoetischen Vorläuferzelllinie 

FDCP-mix (Petrovic, 2004). Alle hämatopoetischen Zelltypen besiedelten in sich 

entwickelnden Embryonen präferentiell hämatopoetische Gewebe, was darauf schließen lässt, 

dass die Migrationsmechanismen in den Zellen funktionell intakt sind. Dass die Besiedelung 

des Ursprungsgewebes im chimären Tier einem gerichteten Prozess unterliegt und nicht etwa 

auf der Tatsche beruht, dass hämatopoetische Gewebe leichter zu besiedeln sind, belegen 

Versuche, in denen murine NSZ in Blastozysten injiziert wurden. Auch murine NSZ 

besiedeln in chimären Embryonen mit Gehirn und Rückenmark bevorzugt ihr 

Ursprungsgewebe (Kirchhof et al., 2002).  

Ein Problem des hier gewählten Ansatzes zur Analyse des Chimerismus nach Injektion der 

humanen Zellen in murine Blastozysten bleibt dennoch die ungeklärte Identität der humanen 

Zellen in den nicht hämatopoetischen Geweben. Der Chimerismus in nicht hämatopoetischen 

Geweben könnte durch Blutreste, die in den Organen vorhanden waren, verursacht worden 

sein. Andererseits wäre es auch möglich, dass es sich um injizierte humane Zellen handelt, die 

aufgrund unzureichender interzellulärer Signalübermittlung nicht hämatopoetische Gewebe 

besiedeln konnten, sondern in anderen Geweben aufgenommen wurden. Es ist davon 

auszugehen, dass der Prozess der gerichteten Migration von Zellen von einer ganzen Reihe 

von Faktoren und Interaktoren abhängt (Quesenberry and Becker, 1998). Gerade im 

vorliegenden Modell mit der Injektion humaner Zellen in murine Umgebung ist es vorstellbar, 

dass die Kompatibilität der Faktoren nicht immer gegeben ist und beispielsweise ein muriner 

Rezeptor nicht genügend mit einem humanen Liganden interagieren kann. Dies könnte die 

eingeschränkte Gewebespezifität erklären.  

 

4.1.2 Differenzierung humaner leukämischer Zellen nach Injektion in murine Blastozysten 
Ein interessantes Ergebnis der Injektion humaner leukämischer Zellen in murine Blastozysten 

war die Tatsache, dass adulte Mäuse generiert werden konnten, die Anteile humaner Zellen in 

verschiedenen Geweben enthielten. Die chimären Tiere entwickelten bis zum Alter von etwa 

3 Monaten keine Tumoren.  

Aus Versuchen, bei denen adulte murine HSZ in murine Blastozysten injiziert wurden ist 

bekannt, dass durch die embryonale Mikroumgebung das Genexpressionsprofil verändert 

wird (Geiger et al., 1998). Es scheinen in der Blastozyste demzufolge Bedingungen 

vorzuliegen, die durch Zell-Zell-Kontakte die Genexpression injizierter Zellen verändern 

können. 
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Ein möglicher Grund für fehlende Tumoren nach Injektion der leukämischen KG-1 Zellen 

könnte die Differenzierung der Zellen nach Kontakt mit der embryonalen Mikroumgebung 

sein. In vitro wurde die Induzierbarkeit der Differenzierung von KG-1 Zellen gezeigt 

(Koeffler et al., 1981). Embryonen, die nach Injektion von humanen KG-1 Zellen einen 

Chimerismus zeigten, wurden deshalb einer Analyse durch RT-PCR unterzogen.  

KG-1 Zellen aus in vitro Kultur zeigten keine Expression von �- bzw. �-Globin. In chimären 

Embryonen hingegen wurden vor allem die embryonale und die fetale Form, das �- und das �-

Globin exprimiert (Abb.5). Diese Daten decken sich mit Ergebnissen aus der Injektion von 

murinen adulten HSZ in murine Blastozysten, wobei eine Reprogrammierung der Globin-

Expression vom adulten zum embryonalen Muster eingetreten ist (Geiger et al., 1998). In situ 

Analysen des Blutes chimärer Embryonen bestätigten die Induktion der Differenzierung 

leukämischer KG-1 Zellen. Nach Injektion in murine Blastozysten exprimierten die humanen 

Zellen den erythroiden Marker CD235a (Abb.7). 

Die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen lassen den Schluss zu, dass murine Blastozysten 

und Embryonen eine geeignete Mikroumgebung bereitstellt, die auch humanen Zellen eine 

entwicklungsspezifische Differenzierung erlaubt. Zudem scheint die Blastozyste eine bereits 

aus in vitro Versuchen bekannte Differenzierung leukämischer Zellen zu induzieren 

(Amatruda et al., 1987; Dürr et al., 2003). 

Fraglich ist allerdings, ob alle humanen leukämischen Zellen differenzierten. Da noch in 

adulten Tieren nach mehreren Monaten humane Zellen nachzuweisen waren, muss zumindest 

eine kleine Population humaner klonogener Zellen einen undifferenzierten Status beibehalten 

haben, um den Pool humaner Zellen in adulten chimären Mäusen aufrecht zu erhalten. 

 

4.1.3 Reprogrammierung humaner leukämischer Zellen durch embryonale Mikroumgebung?  
Wenn nach Injektion humaner leukämischer Zellen in murine Blastozysten adulte chimäre 

Mäuse keine Tumore entwickeln und humane Zellen in murinen Embryonen 

Differenzierungsmarker exprimieren, stellt sich die Frage, welchen Einfluss die murine 

embryonale Mikroumgebung auf die Tumorigenität der humanen leukämischen Zellen hat. 

Möglicherweise könnte die murine Mikroumgebung die Tumorigenität der leukämischen 

Zellen regulieren.  

Die Tumorigenität von EK-Zellen ist durch epigenetische Veränderungen verursacht (Aujame 

et al., 1984), während in den injizierten humanen leukämischen Zellen 

Chromosomenaberrationen vorliegen {Koeffler, 1978 #5353}. Für die Induktion der 

Differenzierung in EK-Zellen könnten folglich epigenetische Mechanismen verantwortlich 

sein. Dies könnte auf speziellen Zell-Zell-Interaktionen und Wachstumsfaktorkombinationen 
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im frühen Embryo beruhen und den Epigenotyp der injizierten Zellen beeinflussen (Mintz and 

Illmensee, 1975). Zusätzliche Hinweise darauf, dass das Genom maligner Zellen durch 

Kontakt mit embryonaler Mikroumgebung normale Zellen hervorbringen kann, gaben 

Ergebnisse, wonach das Klonen muriner Embryonen aus Medullablastomen und EK-Zellen 

gesunde Tiere hervorbringt (Blelloch et al., 2004; Li et al., 2003). Nicht alle malignen 

Zelltypen sind jedoch als Kernspender für Klonierungen geeignet (Hochedlinger et al., 2004). 

Diese Ergebnisse sprechen dafür, dass epigenetische Reprogrammierung durch Kerntransfer 

den onkogenen Charakter von Zellen umkehren kann.  

Im Gegensatz zu EK-Zellen entstehen AML-Zellen zumeist durch genetische Mutationen 

(Look, 1997). In diesem Fall ist es vorstellbar, dass durch die embryonale Mikroumgebung 

das Methylierungs- und Acetylierungsmuster der humanen Zellen dahingehend verändert 

wird, dass von Mutationen betroffene Genomabschnitte inaktiviert werden (Csankovszki et 

al., 2001; Surani, 2001). Neuere Untersuchungen zeigen aber auch, dass die 

Promotorregionen von Tumorsuppressorgenen in malignen Zellen häufig hypermethyliert 

sind (Ekmekci et al., 2004). Durch Inkubation maligner Zellen mit HDAC-Inhibitoren und 

Dnmt-Inhibitoren konnte in vitro in verschiedenen Tumorzelllinien eine Differenzierung 

induziert werden (Mei et al., 2004) (Creusot et al., 1982) (Christman et al., 1983). In der Tat 

zeigen erste klinische Studien, dass eine Behandlung von Leukämien und Lymphomen durch 

die Gabe von AzaC und HDAC-Inhibitoren möglich ist (Claus and Lubbert, 2003; Warrell et 

al., 1998) (He et al., 2001). 
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4.2 Epigenetische Modifikationen in murinen NSZ 

 

4.2.1 Einfluss von HDAC-Inhibitoren und AzaC auf den Epigenotyp und das 
Genexpressionsprofil von NSZ  
Die vorliegende Arbeit beschreibt den Einfluss verschiedener HDAC-Inhibitoren in 

Kombination mit dem Nukleotidanalogon AzaC auf den Epigenotyp von NSZ. Es zeigte sich 

dabei, dass das Nukleotidanalogon AzaC ein potenter Inhibitor der DNA Methylierung ist 

(Abb.11, Abb.12) (Pietrobono et al., 2002). Der Vergleich der Wirkung von HDAC-

Inhibitoren verschiedener Substanzklassen auf die Hyperacetylierung von Histon H4 zeigt, 

dass alle getesteten Substanzen gleichermaßen geeignet sind, Einfluss auf die 

Chromatinstruktur zu nehmen (Abb.10) (Yoshida et al., 1990) (Jung, 2001). Desweiteren 

hatte die Inkubation von NSZ mit den angegebenen Konzentrationen eine vergleichbare 

Kinetik der Hyper- und Deacetylierung von Histon H4 zur Folge. Detaillierte Analysen zur 

Hyperacetylierung von Histon H4 nach Inkubation mit TSA und AzaC zeigten, dass kurze 

Zeit nach Beginn der Inkubation mit dem HDAC-Inhibitor der Grad der Acetylierung ansteigt 

und ebenso rasch nach Wegnahme der Agenzien wieder auf das Niveau unbehandelter Zellen 

zurückgeht (Abb.9). Diese Ergebnisse stehen in Übereinstimmung mit früheren 

Publikationen, die die Kinetik der Acetylierung von Histonen an Pflanzenzellen bzw. an 

malignen Zellen untersuchten (Waterborg and Kapros, 2002; Wu et al., 2001).  

Obwohl alle untersuchten HDAC-Inhibitoren eine Hyperacetylierung von Histon H4 

induzierten, konnte nur nach Inkubation der NSZ mit TSA sowie SAHA eine Induktion der 

Oct-4 Expression beobachtet werden (Abb.13). Diese Erkenntnisse stehen im Einklang mit 

Beobachtungen von Hattori und Kollegen (Hattori et al., 2004), die zeigten, dass die 

Expression von Oct-4 in ES-Zellen durch epigenetische Mechanismen, darunter DNA 

Methylierung und Histon Acetylierung, geregelt wird. In einer weiteren Untersuchung konnte 

außerdem gezeigt werden, dass eine Inkubation von Zellen in TSA zu einer Dekondensation 

des Chromatin während der Interphase führt (Toth et al., 2004). Dennoch stellt sich die Frage, 

weshalb nur ein Teil der getesteten HDAC-Inhibitoren in der Lage war, in Verbindung mit 

AzaC eine Oct-4 Reexpression in NSZ zu induzieren. Es wurde spekuliert, dass eine HDAC-

Subtypspezifität der Inhibitoren existiert, wodurch bestimmte HDAC effizienter blockiert 

werden. Dies könnte dann dazu führen, dass einzelne Genloci durch verschiedene HDAC-

Inhibitoren unterschiedlich beeinflusst werden (Cao, 2004) (Furumai et al., 2002) (Heltweg et 

al., 2004). Einen Hinweis hierauf geben auch Untersuchungen, die zeigen, dass lediglich die 

Expression eines kleinen Teils aller Gene durch die Behandlung mit HDAC-Inhibitoren 

beeinflusst wird (Van Lint et al., 1996). Aufgrund der Fähigkeit die Hyperacetylierung von 
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Histon H4 sowie die Reexpression von Oct-4 in NSZ zu induzieren, wurde TSA als HDAC-

Inhibitor für alle weiteren Experimente ausgewählt.  

Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen zeigte sich ebenfalls, dass 

nur ein Teil des Genexpressionsprofiles von einer Inkubation mit TSA und AzaC beeinflusst 

wird. So konnte zwar eine deutliche Aktivierung des Hämatopoese-spezifischen 

Transkriptionsfaktors SCL beobachtet werden, während jedoch die Expression des 

Protoonkogenes Vav in NSZ nicht induziert werden konnte. Interessanterweise konnte auch 

die Expression von Genen, die für die Aufrechterhaltung der Totipotenz von ES-Zellen 

verantwortlich sind, reaktiviert werden. Zudem zeigte sich, dass TSA nicht nur bei der 

Hyperacetylierung von Histon H4 transient wirkt, sondern dass auch die Reaktivierung von 

Nanog, Oct-4 und Rex-1 nur für kurze Zeit erfolgt und nach Wegnahme von TSA und AzaC 

nicht mehr nachzuweisen ist (Abb.14). 

 

4.2.2 Molekulare Voraussetzungen für die Differenzierung somatischer Stammzellen 
Das Entwicklungspotential einer Stammzelle wird dadurch beeinflusst, welches Gen wann, 

wie lange und in welcher Höhe exprimiert wird (Cerny and Quesenberry, 2004). Ein 

synergistischer Effekt von TSA und AzaC wurde schon für die Reexpression von stillgelegten 

Genen in Krebszellen beobachtet (Cameron et al., 1999). Interessanterweise wurde 

demonstriert, dass verschiedene somatische Stammzelltypen sowohl ein distinktes als auch 

ein überlappendes transkriptionelles Repertoire besitzen (Ivanova et al., 2002; Ramalho-

Santos et al., 2002). So exprimieren hämatopoetische Vorläuferzellen neurale Gene, und 

hämatopoetische Stammzellen sind in der Lage, in einer neuralen Mikroumgebung 

mikrogliale Zellen zu generieren (Goolsby et al., 2003; Vitry et al., 2003). Neben den Genen, 

die in allen somatischen Stammzellen gemeinsam exprimiert werden, könnten in TSA/AzaC 

behandelten NSZ Gene aktiviert werden, die das Überleben in heterologen Geweben 

ermöglichen. Tatsächlich konnte in RT-PCR Analysen behandelter NSZ die Expression von 

Nanog, Oct-4 und Rex-1 nachgewiesen werden, die für die Aufrechterhaltung der Pluripotenz 

von ES-Zellen notwenig sind. Dies könnte darauf hinweisen, dass NSZ nach Behandlung mit 

TSA und AzaC einen dedifferenzierten Zustand annehmen, um anschließend nach Injektion in 

Blastozysten zu heterologen Geweben zu differenzieren. Als Beispiele, dass die 

Dedifferenzierung von Zellen zu einer Zunahme des Entwicklungspotentials führt können 

Experimente dienen, die zeigten, dass differenzierte Muskelzellen durch Überexpression von 

Msx1 Muskel-Vorläuferzellen bilden und dass Prä-B-Lymphozyten nach Ausschalten von 

Pax5 Selbsterneuerungs- und Multiliniendifferenzierungspotential besitzen (Odelberg et al., 

2000; Schaniel et al., 2002). Ähnlich könnten murine NSZ durch transiente Behandlung mit 
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TSA/AzaC dedifferenziert sein und so ein erweitertes Entwicklungspotential erworben haben. 

Zusätzlich konnte der Hämatopoese-spezifische Transkriptionsfaktor SCL in TSA/AzaC 

inkubierten NSZ nachgewiesen werden. SCL spielt eine essentielle Rolle bei der Entstehung 

hämatopoetischer Zellen während der Ontogenese und ist ein entscheidender Regulator für 

den Erhalt der Hierarchie des hämatopoetischen Systems (Lecuyer and Hoang, 2004; Robb et 

al., 1995). Somit könnte die Expression von SCL in TSA/AzaC inkubierten NSZ darauf 

hinweisen, dass das Differenzierungspotential der NSZ um hämatopoetische Zellen erweitert 

wurde. Das Schicksal somatischer Stammzellen ist zusätzlich von der Mikroumgebung 

abhängig, in der die Zellen sich befinden. Sie stellt Signale zum Überleben und zur 

Aktivierung der Stammzellen bereit (Watt and Hogan, 2000). Dies könnte auch erklären, 

weshalb TSA/AzaC behandelte Zellen zwar nach Injektion in murine Blastozysten, nicht 

jedoch nach Kultur in Methylzellulose hämatopoetische Zellen bilden können (Schmittwolf et 

al., 2005). Da NSZ nach einer TSA/AzaC Behandlung zusätzlich zu ihrem neuralen 

Transkriptionsrepertoire offenbar einen niedrigen Transkriptionslevel hämatopoetischer Loci 

besitzen (Abb.14), ist es vorstellbar, dass zusammen mit existierenden externen Signalen im 

weiteren die Expression der Loci verstärkt und stabilisiert wird. Dies könnte das Überleben in 

der neuen hämatopoetischen Mikroumgebung ermöglichen. Distinkte molekulare 

Interaktionen, unterstützt durch die neue Mikroumgebung, die für hämatopoetische Zellen 

spezifische Signale zum Überleben und zur Differenzierung liefert, können die 

Differenzierung hämatopoetischer Zelltypen aus NSZ steuern. 

 

4.2.3 Der Einfluss epigenetischer Modifikationen auf das Entwicklungspotential von NSZ 
Ziel dieser Versuchsreihe war es zu überprüfen, ob NSZ nach Transplantation in 

Präimplantationsblastozysten sich entwickelnde Embryonen besiedeln können und ob eine 

Inkubation der NSZ mit Chromatin-verändernden Agenzien Einfluss auf das 

Besiedelungsverhalten und das Differenzierungspotential der Zellen hat. 

Nach Injektion von 5 – 30 NSZ in Blastozysten wurden adulte Tiere im Alter von 3 Monaten 

auf Donorkontribution in verschiedenen Geweben untersucht. Dabei zeigte sich, dass 

kurzzeitig in vitro kultivierte NSZ in der Lage sind, fast alle Gewebe der sich entwickelnden 

Tiere zu besiedeln. Die Inkubation der NSZ mit TSA und AzaC vor Injektion in Blastozysten 

bewirkte eine Zunahme der Donorkontribution in allen untersuchten Geweben (Abb.15).  

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit früheren Versuchen, in denen NSZ ebenfalls in 

Präimplantationsblastozysten transferiert wurden (Clarke et al., 2000; Harder et al., 2004; 

Kirchhof et al., 2002). Andere Arbeitsgruppen berichteten jedoch, dass NSZ nicht in der Lage 

waren, nach Injektion in Blastozysten sich entwickelnde Tiere zu besiedeln (D'Amour and 
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Gage, 2003; Greco et al., 2004).  Soweit nachvollziehbar wurden bei diesen Experimenten 

ebenfalls kurzzeitig kultivierte NSZ als Donorzellen verwendet. Da aber erfahrungsgemäß der 

Donoranteil in chimären Geweben gering ausfällt, könnten unterschiedliche Ergebnisse zum 

publizierten Besiedelungsverhalten darauf zurückzuführen sein, dass die Detektionsmethoden 

in einigen Untersuchungen nicht sensitiv genug waren.  

Weitergehende Analysen des Knochenmarks chimärer Tiere zeigten, dass NSZ erst nach 

Inkubation mit TSA/AzaC und anschließende Injektion in Blastozysten CD45+/Y-Chr+ 

hämatopoetische Donorzellen bilden können (Abb.16). Die Beobachtung, dass unbehandelte 

NSZ nicht in der Lage sind, hämatopoetische Zellen zu generieren, stimmt mit einigen 

früheren Beobachtung überein, ist aber konträr zu anderen. Bjornson et al. berichteten, dass in 

vitro kultivierte NSZ in der Lage sind, hämatopoetische Zellen nach Transplantation in 

bestrahlte Rezipiententiere zu bilden (Bjornson et al., 1999). Der Transfer unbehandelter NSZ 

in Blastozysten kann in Embryonen zur transienten Expression Hämatopoese-spezifischer 

Marker auf NSZ-abstammenden Donorzellen führen (Harder et al., 2004). Im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit gelang es jedoch nicht, hämatopoetische Aktivität nach Transplantation 

unbehandelter NSZ zu beobachten. Aber auch Morshead und seine Kollegen beobachteten 

keinerlei NSZ-abstammende hämatopoetische Rekonstitution (Morshead et al., 2002). Der 

Grund für solche Diskrepanzen ist unklar, jedoch wird spekuliert, dass genetische und 

epigenetische Modifikationen, die durch lange Kultur der NSZ in vitro eventuell erworben 

wurden, eine Rolle spielen. Denn die Isolierung von Zellen aus ihrer normalen 

physiologischen Umgebung und Expansion in vitro kann zu Veränderungen der 

Genexpression führen (D'Amour and Gage, 2003). Daher wurden für die 

Transplantationsversuche im Rahmen dieser Arbeit nur kurzzeitig kultivierte NSZ eingesetzt. 

Interessanterweise zeigt sich, dass humane hämatopoetische Vorläuferzellen nach in vitro 

Kultur ihr Potential, immundefiziente NOD/SCID Tiere zu besiedeln nicht verlieren, wenn sie 

mit TSA und AzaC inkubiert wurden (Milhem et al., 2004; Vallabhapurapu and Müller). 

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass durch die Behandlung von SSZ mit Chromatin-

modifizierenden Agenzien das Differenzierungspotential der Zellen erhalten oder sogar 

erweitert werden kann. 

Da die Transdifferenzierung somatischer Stammzellen zu Effektorzellen heterologer Gewebe 

im Widerspruch zum bisherigen Dogma der Unidirektionalität von Entwicklungsprozessen 

steht, wurde heftig über die Existenz und die Bedeutung dieses Phänomens diskutiert 

(Anderson DJ, 2001; Lemischka, 2002; Morrison, 2001). In der Tat wurden alternative 

Erklärungen für die beschriebenen Ergebnisse gefunden (Dürr and Müller, 2003). Ein 
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Problem älterer Versuchsansätze war, dass unaufgereinigte und nicht-klonale 

Zellpopulationen transplantiert wurden. Dies führte dazu, dass nicht SSZ sondern 

kontaminierende Zellen im Transplantat für die Besiedelung heterologer Gewebe 

verantwortlich waren. Ein Beispiel ist die Präsenz hämatopoetischer Stammzellen im 

Muskelgewebe, die für die vermeintliche hämatopoetische Aktivität von Muskelzellen 

verantwortlich sind. Hierbei handelt es sich also nicht um Konversion von Muskelzellen zu 

hämatopoetischen Zellen, sondern um die Differenzierungsaktivität kontaminierender 

hämatopoetischer Stammzellen im Transplantat (Geiger et al., 2002; McKinney-Freeman et 

al., 2002). Weitere Untersuchungen zeigten, dass Stammzellen mit somatischen Zellen 

fusionieren können (Terada et al., 2002; Vassilopoulos et al., 2003; Wang et al., 2003; Ying et 

al., 2002). Die resultierenden chimären Zellen tragen sowohl Donormarker der 

transplantierten Stammzellen, als auch Differenzierungsmarker des besiedelten Gewebes, was 

fälschlicherweise als Transdifferenzierung von SSZ aufgefasst wurde. Zudem konnten 

pluripotente Stammzellen aus adulten Säugern isoliert werden. Diese pluripotenten adulten 

Vorläuferzellen besitzen die Fähigkeit, ähnlich ES-Zellen, in vitro und in vivo zu 

verschiedenen Zelltypen zu differenzieren (Jiang et al., 2002; Kogler et al., 2004; Reyes and 

Verfaillie, 2001). In unzureichend charakterisierten Transplantaten könnten pluripotente 

Zellen vorgelegen haben und für die beobachtete breite Differenzierungsaktivität 

verantwortlich sein. Dabei ist bisher allerdings unklar, ob die Pluripotenz durch die in vitro 

Kultur entstanden ist, oder ob die Zellen Relikte embryonaler Entwicklungsstufen darstellen. 

Von Stammzellplastizität kann nur dann gesprochen werden, wenn organspezifische 

Stammzellen zu heterologen Zelltypen differenzieren. Es wurden daher Kriterien 

vorgeschlagen, die erfüllt sein sollten, bevor von Transdifferenzierung gesprochen wird. So 

wird eine direkte Transplantation isolierter Stammzellpopulationen ohne vorherige in vitro 

Kultur gefordert. Die Transplantation sollte eine Fusion von Stammzellen mit differenzierten 

Zellen ausschließen und zu einer stabilen und funktionellen Regeneration des Zielgewebes 

führen (Anderson DJ, 2001). In einer aktuellen Publikation, die den Einfluss des Chromatin- 

Remodelling auf das Differenzierungspotential von somatischen Stammzellen erörtert, 

werden diese Forderungen allerdings wieder in Frage gestellt (Cerny and Quesenberry, 2004). 

Cerny und Quesenberry stellen fest, dass klonale Analysen von Stammzellen wenig Sinn 

besitzen, da selbst hochangereicherte Stammzellpopulationen heterogen zusammengesetzt 

sind, was die Forderung nach Klonalität untergräbt. Zum anderen sind sie der Meinung, dass 

die Forderung nach stabiler Regeneration (‚Robustness’) bedeutungslos, da nicht genau 

definiert und überprüft ist. Für die Inkubation von NSZ in Chromatin-verändernden 
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Substanzen im Rahmen dieser Versuchsreihe war eine ausreichende Anzahl an Zellen und 

damit eine in vitro Proliferation nötig. Desweiteren sollte durch die selektiven 

Wachstumsbedingungen des Kulturmediums eine Kontamination durch nicht-neurale Zellen 

ausgeschlossen werden. Um aber andererseits Effekte der in vitro Kultur auf das 

Entwicklungspotential der NSZ zu minimieren, wurden die Zellen lediglich für 2 – 4 Wochen 

in vitro kultiviert. Metaphase-Spreitungen in vitro kultivierter NSZ zeigten, dass in diesem 

Zeitraum keine Chromosomenaberrationen auftreten, während eine Kultur der Zellen über 

einen Zeitraum von 6 Monaten bereits zu vielfältigen Chromosomentranslokationen führt 

(persönliche Mitteilung Dr. A. Jauch). Aus früheren Veröffentlichungen ist zudem bekannt, 

dass nach Injektion in Präimplantationsblastozysten keine Fusion von Donorzellen mit Zellen 

des sich entwickelnden Embryo nachgewiesen werden kann (Harder et al., 2004; Petrovic, 

2004). 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass durch transiente Inkubation 

muriner NSZ mit den Chromatin-modifizierenden Substanzen TSA und AzaC deren 

Entwicklungspotential verändert werden kann, so dass NSZ nach Behandlung mit TSA und 

AzaC sowie der Transplantation in murine Blastozysten hämatopoetische Zellen bilden 

können. 

 



Diskussion  69 

4.3 Epigenetische Modifikationen in humanen NSZ 

In der modernen Medizin wird große Hoffnung in die Therapie vieler Erkrankungen durch 

Stammzelltransplantationen gesetzt (Jakel et al., 2004; Lindvall et al., 2004; McBride et al., 

2004). Da für autologe Transplantationen einige Zelltypen leichter verfügbar sind als andere, 

wäre es vorteilhaft, wenn leicht isolierbare Stammzellen auch differenzierte Zellen 

heterologer Gewebe bilden könnten. Daher sollten die Erkenntnisse aus der Behandlung und 

Transplantation muriner NSZ auf humane Stammzellen übertragen werden. Da die in vitro 

Kultur humaner NSZ ähnlich murinen NSZ unter standardisierten Bedingungen möglich ist, 

sollte in dieser Versuchsreihe überprüft werden, ob durch die Behandlung in vitro kultivierter 

humaner NSZ mit TSA und AzaC das epigenetische Muster der Zellen verändert werden 

kann. Durch die anschließende Transplantation in immun-supprimierte NOD/SCID Tiere 

wurde das hämatopoetische Differenzierungspotential humaner NSZ untersucht. 

Humane NSZ können aus fetalem Gehirn gewonnen werden. Die Zellen bilden ähnlich 

murinen NSZ in vitro Neurosphären und differenzieren zu neuralen Zellen und 

Oligodendrozyten (Abb.17) (Svendsen et al., 1999). Die humanen NSZ, die in dieser 

Versuchsreihe eingesetzt wurden, stammten von einem kommerziellen Anbieter (CAMBREX 

Bio Science, Verviers, Frankreich) und wurden gemäß den Angaben der Firma kultiviert. 

Allerdings zeigte sich, dass das Proliferationspotential der Zellen auf etwa zwei Zellteilungen 

begrenzt war. Dennoch ließ sich nachweisen, dass die Inkubation von humanen NSZ in TSA 

und AzaC zu einer Hyperacetylierung von Histon H4 führt (Abb.18). Dies steht im Einklang 

mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, die ebenfalls eine Hyperacetylierung von 

Histonen in humanen Stammzellen nach Behandlung mit HDAC-Inhibitoren festgestellt 

haben (Bottardi et al., 2003; Travers et al., 2002). Travers et al. berichten allerdings, dass in 

humanen HSZ nur Natriumbutyrat, nicht aber TSA eine Hyperacetylierung der Histone 

bewirkt. In humanen NSZ konnte im Rahmen dieser Arbeit allerdings eine deutliche 

Hyperacetylierung festgestellt werden. Eventuell waren die unterschiedlichen 

Konzentrationen der eingesetzten HDAC-Inhibitoren für die unterschiedlichen Resultate 

verantwortlich. Die Transplantation in vitro kultivierter humaner NSZ in NOD/SCID ergab 

keine Besiedelung des murinen hämatopoetischen Systems. Shih und Kollegen berichteten 

hingegen, dass humane NSZ nach Transplantation in SCID-Mäuse hämatopoetische Zellen 

bildeten (Shih et al., 2001). Um zu überprüfen, ob die unterschiedliche 

Differenzierungsfähigkeit der humanen NSZ auf epigenetischen Änderungen der Zellen 

während der in vitro Kultur beruht, wurden NSZ mit TSA und AzaC inkubiert und 

anschließend in NOD/SCID Tiere transplantiert. Auch nach der Transplantation TSA/AzaC 
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behandelter NSZ konnte keine hämatopoetische Kontribution durch humane Zellen 

nachgewiesen werden (Abb.19, Abb.20). Die Diskrepanz in den Ergebnissen könnte auf der 

Menge an transplantierten Zellen beruhen. Während in den Experimenten von Shih 1x106 

humane NSZ pro Maus injiziert wurde, konnten im Rahmen dieser Versuchsreihe lediglich 

2x105 Zellen pro Maus transplantiert werden, da aufgrund verringerter Proliferationsfähigkeit 

nicht mehr Zellen zur Verfügung standen. Auch die verringerte Proliferationsfähigkeit selbst 

könnte ein Grund für das Fehlen humaner Zellen in NOD/SCID Tieren sein. Während Shih 

und Kollegen von bis zu 20-facher Expansion der NSZ Kultur berichten, konnten die Zellen 

in unseren Versuchen nur sehr begrenzt expandiert werden. Daher wäre es denkbar, dass die 

Zellen nach Transplantation in die murine Umgebung nicht fähig waren zu proliferieren und 

folglich untergegangen sind oder lediglich vereinzelt als neurale Zellen verharrten. 

Offensichtlich konnte auch die Inkubation der humanen NSZ mit den Chromatin-

modifizierenden Chemikalien TSA und AzaC das Differenzierungspotential der NSZ nicht 

erweitern, da auch nach Transplantation TSA/AzaC inkubierter NSZ keine humanen 

hämatopoetischen Zellen nachgewiesen werden konnten. Dies steht im Gegensatz zu Daten, 

die mit murinen NSZ gewonnen wurden. TSA/AzaC behandelte NSZ konnten nach 

Transplantation in Blastozysten hämatopoetische Zellen bilden (Harder et al., 2004) (Abb. 

16). Außerdem konnte gezeigt werden, dass NSZ nach Inkubation mit TSA/AzaC und 

intravenöse Transplantation in adulte Tiere ein hämatopoetisches System aufbauen 

(Schmittwolf et al., 2005). Grund für die unterschiedliche Wirkung von TSA und AzaC auf 

humane und murine NSZ könnte sein, dass humanes Chromatin für epigenetische 

Modifikationen durch TSA und AzaC weniger gut zugänglich ist. Allerdings zeigte sich bei 

der Überprüfung des Acetylierungsgrads von Histon H4, dass auch in humanen NSZ TSA 

eine Hyperacetylierung von Histon H4 bewirkt. Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, 

dass die Inkubationsbedingungen von humanen NSZ mit TSA und AzaC weiter optimiert 

werden könnten. Die eingeschränkte Proliferationsfähigkeit der humanen Zellen schränkte die 

weitere Analyse der Hyperacetylierung allerdings ein.  

Interessanterweise konnte Shih et al. zwar zeigen, dass humane NSZ in vivo hämatopoetische 

Zellen bilden. Die hämatopoetische Differenzierung humaner NSZ in vitro war allerdings 

nicht möglich. Diese Ergebnisse decken sich mit Beobachtungen an murinen NSZ aus 

unserem Labor. Murine NSZ bilden nach Behandlung mit TSA und AzaC und anschließende 

Transplantation in Blastozysten bzw. adulte Tiere hämatopoetische Zellen. Die Kultur 

behandelter NSZ in Methylzellulose, die mit hämatopoetischen Wachstumsfaktoren versetzt 

war, brachte hingegen keine hämatopoetischen Zellen hervor. 
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Die Verwendung humaner NSZ beruhte auf der Annahme, dass die Kultivierung humaner 

NSZ unter standardisierten Bedingungen leichter möglich sei, als die Kultur alternativer 

somatischer Stammzellpopulationen. Es zeigt sich aber zum einen, dass humane NSZ ein sehr 

eingeschränktes Proliferationspotential besitzen. Zum anderen wurden zwischenzeitlich 

Stammzellpopulationen und Kulturbedingungen beschrieben, die es möglich erscheinen 

lassen, dass andere SSZ für die dargestellten Experimente geeigneter wären. So wurde eine 

Methode beschrieben, humane HSZ in vitro zu kultivieren ohne dass die Zellen ihre 

Stammzellcharakteristika verlieren (Kuci et al., 2003). Eine weitere Veröffentlichung 

berichtet von der Isolation pluripotenter Stammzellen aus dem Nabelschnurblut, die in vitro 

expandiert werden kann und pluripotentes Differenzierungspotential besitzt (Kogler et al., 

2004). Diese Stammzellpopulationen könnten besser geeignet sein, das Entwicklungspotential 

von SSZ nach epigenetischer Modifizierung zu untersuchen. 

 
4.4 Ausblick 

Die hier beschriebenen Ergebnisse zeigen, dass das Differenzierungspotential von murinen 

neuralen Stammzellen und humanen leukämischen Zellen durch externe Stimuli verändert 

werden kann. Durch Transplantation in embryonale Mikroumgebung wurde die 

Differenzierung von humanen leukämischen Zellen angeregt. Epigenetische Modifikationen 

verbunden mit Transplantation in Präimplantationsblastozysten bewirken eine 

Differenzierung von NSZ zu hämatopoetischen Zellen. 

 Legt man diese Erkenntnisse zugrunde, lassen sich gegensätzliche Ansichten zur Existenz 

von Transdifferenzierung von SSZ (Bjornson et al., 1999; Morshead et al., 2002) mit 

Unterschieden im epigenetischen Status der eingesetzten Zellpopulationen erklären. Der 

Einfluß des epigenetischen Codes auf den Differenzierungsstatus von Zellen rückt erst in 

jüngster Zeit in den Fokus wissenschaftlicher Untersuchungen (Jenuwein and Allis, 2001). 

Dennoch existieren bereits zahlreiche Veröffentlichungen, die den Einfluss epigenetischer 

Modifikationen während der Differenzierung von Zellen untersuchen (Arney and Fisher, 

2004; Bonifer, 2005; Hsieh and Gage, 2004). Aufbauend darauf zeigen die im Rahmen dieser 

Arbeit vorgestellten Ergebnisse, dass der epigenetische Code von NSZ durch transiente 

Inkubation mit Chromatin-modifizierenden Substanzen verändert werden kann. Durch diese 

Behandlung kann das Differenzierungspotential von NSZ erweitert werden. 

Letztendlich könnte die gezielte Veränderung des Differenzierungspotentials von SSZ in der 

regenerativen Medizin genutzt werden, um aus leicht zugänglichen SSZ Effektorzellen eines 

anderen Kompartimentes zu gewinnen. 
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Bevor dieses Verfahren therapeutisch genutzt werden kann, sollten aber weitere Daten zur 

Effektivität der Behandlung von SSZ gewonnen werden. So wäre es interessant zu 

untersuchen, welchen Einfluß TSA und AzaC auf das gesamte Genexpressionsprofil der 

Zellen haben und ob gezielt Einfluss auf die Aktivität bestimmter Genloci genommen werden 

kann. Vor einem Einsatz in der Therapie muss auch die Gefahr der malignen Transformation 

der Zellen durch die epigenetische Modifikation ausgeschlossen werden.  

Sobald weiterführende Erkenntnisse zum Mechanismus der Veränderung des 

Differenzierungspotentials von SSZ vorliegen, könnte die Behandlung von SSZ mit 

Chromatin-modifizierenden Substanzen den Einsatz autologer Stammzellen bei der Therapie 

schwerwiegender Erkrankungen ermöglichen.  

Da einige Forscher bereits die Ära der ‚Chromatinomics’ ausgerufen haben (Cerny and 

Quesenberry, 2004), werden in naher Zukunft Antworten auf die aufgeworfenen Fragen zu 

erwarten sein. 
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5 Material und Methoden 
 
5.1 Mausstämme 
Mauslinie Verwendung Herkunft 

NMRI Blastozystendonoren/Rezipienten Charles River, Sulzfeld 

hu bcl-2 NSZ-Donoren Domen et al. 

hu �-Globin Isolation embryonaler 
Erythrozyten Grosveld et al. 

NOD/SCID Intravenöse Transplantation 
humaner Zellen 

The Jackson Laboratory, Bar 
Harbour, ME 

 
 
5.2 Antikörper 
 
5.2.1 Primäre Antikörper 
Antikörperspezifität Klonbezeichung Isotyp Konjugat Hersteller 

GFAP polyklonal Kaninchen-
IgG   DAKO 

�-Tubulin III TU-20 IgG1   Chemicon 

O4 81 IgM   Chemicon 

Histon H4 polyklonal Kaninchen 
IgG   Upstate 

acetyl-Histon H4 Antiserum Kaninchen   Upstate 

MeCP2 polyklonal Kaninchen 
IgG   Upstate 

murine CD45.2 104 IgG2a Biotin BD 
Bioscience 

human CD45 HI30 IgG1 FITC BD 
Bioscience 

human CD235a YTH89.1 Ratte-IgG2b   DPC 
Biermann 

human CD45 polyklonal Ziege-Ig   Santa Cruz 

 
5.2.2 Sekundäre Antikörper 
Antikörperspezifität Wirt Konjugat Hersteller 

Maus Ziege Cy3 Chemicon 

Kaninchen Rind HRP Santa 
Cruz 

Ziege Kaninchen AP Dianova 

Ratte Ziege FITC Dianova 

 
5.2.3 Fluorophore zum Markieren biotinylierter Antikörper 
Konjugat Hersteller 

Streptavidin-AP BD Bioscience 
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5.3 Lösungen und Chemikalien 
 
5.3.1 Zellkultur-Medien und Zusätze 
 RPMI 1640  GibcoBRL 
 Neurobasalmedium  GibcoBRL 
 Penicillin-Streptomycin  GibcoBRL 
 L-Glutamin  GibcoBRL 
 Natriumpyruvat  GibcoBRL 
 Fötales Kälberserum (FKS)  Sigma-Aldrich 
 Pferdeserum  Sigma-Aldrich 
 B27-Supplement  GibcoBRL 
 7,5%ige BSA-Lösung  GibcoBRL 
 Trypsin-EDTA (1x konzentriert)  GibcoBRL 
 AccumaxTM PAA 
 Trichostatin A (TSA)  Sigma-Aldrich 
 5-Aza-2´-desoxycytidin (AzaC) Sigma-Aldrich 
 
5.3.2 Wachstumsfaktoren 
 rekombinantes humanes FGF-basic  PeproTech Inc 
 rekombinantes humanes EGF  PeproTech Inc 
 
5.3.3 Chemikalien 
 Bovines Serum Albumin (BSA)  Sigma-Aldrich 
 Dimethylsulfoxid (DMSO)  Sigma-Aldrich 
 Trypanblau Sigma-Aldrich 
 Dextran T500  Roth 
 Ethylendiamintetraessigsäure  
 (EDTA)  Applichem 
 Natriumdesoxycholat (Na-DOC) Applichem 
 Natriumfluorid (NaF)  Applichem 
 Natriumchlorid (NaCl)  Applichem 
 Natriumazid (NaN3)  Applichem 
 Glycerol  Applichem 
 TRIZMA �(Tris)  Applichem 
 N,N,N´,N´-Tetramethylendiamin  
 (TEMED) Sigma-Aldrich 
 Ammoniumpersulfat (APS)  Sigma-Aldrich 
 Natriumdodecylsulfat (SDS)  Sigma-Aldrich 
 Rotiphorese® Gel 30 Roth 
 (30 %Acrylamid, 0,8 % Bisacrylamid)  
 Dithiotreitol (DTT)  Applichem 
 Proteinmolekulargewichts- 
 standard  MBI Fermentas 
 Tween 20  Applichem 
 Magermilchpulver  Roth 
 Isopropanol  Applichem 
 Ethanol absolut  Applichem 
 Chloroform-Phenol  Applichem 
 Essigsäure  Applichem 
 Borsäure  Applichem 
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 Neomycin-Sulfat  Applichem 
 Agarose NEEO (Ultra-Qualität)  Roth 
 Ethidiumbromid  Merck 
  
 di-Natriumtetraborat  Applichem 
 Schafserum  Sigma-Aldrich 
 Triton® X-100 Fluka BioChemika 
 Methanol  Applichem 
 Paraformaldehyd (PFA)  Applichem 
 L-Glycin  Sigma-Aldrich 
 Einbettmedium  DAKO 
 4´,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Geschenk von S. Petrovic 
 
5.3.4 Enzyme und Reagenzien für molekularbiologische Arbeiten 
 Restriktionsenzyme:  MBI Fermentas 
 - HpaII 
 - MspI 
 M-MLV Reverse Transkriptase  Invitrogen 
 SUPER TAQ Polymerase  HT Biotechnology Ltd. 
 DNase I Roche Diagnostics 
 dNTP Mix  Qiagen 
 Hexamer Primer Mix  Roche 
 
5.3.5 Radioaktivität 
  [�-32P]-CTP  Amersham 
 
5.3.6 Puffer und Lösungen 
 20x SSC  3 M NaCl, 0,3 M Na3-Citrat*2H20, pH 7,0 
 
 PBS  137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 4,3 mM Na2HPO4,  
  1,4 mM KH2PO4, pH 7,3 
 
 10x TBE  890 mM Tris base 890 mM Borate 20 mM EDTA, pH 8.0 
 
 Lysis-Puffer  10 mM Tris-HCl, 0.1 mM EDTA, 0.5 % SDS, pH 8.0 
 
 Gey´s Lösung  120 ml [650 mM NH4Cl, 25 mM KCl, 0.7 mM KH2PO4,  
  4.2 mM NaH2PO4*12H2O, 28 mM Glucose, 140 mM  
  Phenolrot] + 30 ml [5.7 mM MgSO4*7H2O, 21 mM  
  MgCl2*6H2O, 16 mM CaCl2*2H2O] + 30 ml [268 mM  
  NaHCO3] + 420 ml H2O 
 
 Histon-Isolations- 10 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2*6H2O, 250 mM Sucrose, 
 Puffer  1 % Triton X-100, 20 mM NaHSO3, pH 6.5 
 
 Eluationspuffer 28.5 mM Tris-HCl, 47 mM EDTA, pH 7.4, 1 % H2SO4 konz. 
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5.3.7 Kits 
 QuantiPro BCA Assay Kit  Sigma-Aldrich 
 ECL-Kit  Amersham 
 Genomic DNA Purification Kit Qiagen 
 DNA-Purification Kit  Roche 
  
5.4 Verbrauchsmaterial 
 Einmalhandschuhe  Kimberly-Clark 
 Pipettenspitzen  Universitäts Lager 
 Plastikmaterial für die Zellkultur  Falcon, Greiner, Nunc, Sarstedt 
 FACS-Röhrchen  Elkay 
 Sterilfilter  Schleicher & Schüll 
 Zellsiebe  BD, Falcon 
 Kanülen  Braun 
 Spritzen  Braun, Dispomed 
 Skalpelle  Ratiomed 
 Einmalküvetten  Sarstedt 
 3MM-Whatmanpapier  Scheicher & Schüll 
 Nitrozellulosemembran Scheicher & Schüll 
 Röntgenfilme  Fuji 
 Ohrmarken  Hauptner 
 Deckgläschen  Hartenstein 
 Super-Frost® Plus Objektträger  Menzel-Gläser 
 
5.5 Geräte 
 Brutschrank  Forma Scientific 
 Sterilwerkbank  Heraeus 
 Zentrifugen  Hettich, Eppendorf, Sorvall 
 CytoSpin  ThermoShandon 
 Wasserbäder  GFL 
 Mikroskop  Zeiss 
 Neubauer-Kammer  Marienfeld 
 Einfrierboxen  Nalgene® 
 FACSCalibur  Becton Dickinson 
 digitale Kamera  Olympus 
 Bio Photometer  Eppendorf 
 pH-Meter  Knick 
 Vortexer  Scientific Industries 
 Agarose Gelkammer Werkstatt, MSZ 
 Protein-Gel- und Blottingkammer  BioRad 
 Entwicklermaschine  AGFA 
 T3 Thermocycler  Biometra 
 Netzgerät  Pharmacia 
 Waage  Sartorius 
 Rotlichtlampe  Horten 
 Ohrmarkenzange  Hauptner 
 Cäsium-Quelle  MSZ 
 Injektionsnadeln Biomedical Instruments 
 Mikromanipulator Eppendorf 
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5.6 Zellkultur 
Alle Zellkulturen wurden mit Zellkulturplastikflaschen, -multilochplatten oder –schalen in 
Brutschränken bei 37 °C in einer humidifizierten Atmosphäre mit 5 % CO2-Gehalt 
durchgeführt. Die verwendeten Medien waren mit Natriumpyruvat (1 mM) gepuffert und mit 
Penicillin/Streptomycin (100 U/ml) und L-Glutamin (2 mM) versetzt. 
 
5.6.1 Einfrieren und Auftauen von Zelllinien 
Für längere Lagerung von Zelllinien wurden 5x106 bis 1x107 Zellen in 1,5 ml eiskaltem 
Einfriermedium (FKS mit 10 % DMSO) resuspendiert und durch schrittweise Abkühlen auf  
80 °C in einer Einfrierbox (1 °C/min) schonend eingefroren und durch anschließenden 
Transfer in flüssigen Stickstoff langfristig gelagert. Um die Zellen zu rekultivieren, wurden 
die eingefrorenen Zellsuspensionen schnell bei 37 °C aufgetaut, mit einem Überschuß an 
entsprechendem Kulturmedium gewaschen und in frischem Medium ausgesät.  
 
5.6.2 Zellzahlbestimmung mittels Neubauer-Zählkammer 
Ein zu untersuchende Zellsuspension wurde durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren 
homogenisiert. 10µl der Suspension wurden entnommen und mit 90µl Trypanblau- Lösung 
gemischt. 10µl dieses Gemisches wurden auf die Neubauer-Zählkammer aufgetragen. 
Lebende Zellen transportieren das Trypanblau aktiv aus dem Zytoplasma. Aufgrund ihrer 
hellen Färbung können die lebenden Zellen deshalb unter dem Mikroskop von den toten 
Zellen und den Zellfragmenten unterschieden werden. Es wurde ein großes Quadrat der 
Neubauer- Kammer ausgezählt. Die Konzentration der Zellen in der ursprünglichen 
Suspension ergibt sich demnach: 
[lebende Zellen / ml] = Anzahl der Zellen im Großquadrat x 10.000 x 10 
 
5.6.3 Kultur von KG-1 Zellen 
Ein Aliqout von KG-1 Zellen wurde ursprünglich von Dr. Ilse Junghahn, Max-Delbrück-
Zentrum Berlin, bezogen. Die Zellen wachsen als nicht-adhärende Einzelzellsuspension in 
RPMI 1640 supplementiert mit 10 % FCS, L-Glutamin sowie Penicillin/Streptomycin. 
 
5.6.4 Isolierung und Kultur muriner neuraler Stammzellen (NSZ) 
Zur Isolierung fötaler neuraler Stammzellen wurden Elterntiere verpaart und die Embryonen 
am Tag 14,5 aus dem Uterus der durch zervikale Dislokation getöteten Mutter entnommen. 
Den Embryonen wurde der Kopf abgetrennt und das Gehirn durch Entfernen der Kopfhaut 
und der Schädeldachanlagen freigelegt. Nach Abtrennen des vorderen Drittels der 
Großhirnhemisphären wurden diese in wenig PBS mechanisch in kleine Stücke zerteilt. Der 
entstandene Gewebebrei wurde in Neurobasalmedium mit 2 % B27-Supplement und den 
humanen Wachstumsfaktoren bFGF (20 ng/ml) und EGF (20 ng/ml) kultiviert. Nach der 
Ausbildung von charakteristischen Neurosphären wurden diese mittels Accumax vereinzelt 
und 1 zu 2 verdünnt in frischem Medium weiter kultiviert. 
 
5.6.5 In vitro Differenzierung neuraler Stammzellen 
Durch Entzug von Wachstumsfaktoren und Zugabe von Pferdeserum differenzieren NSZ nach 
ca. einer Woche zu neuralen und glialen Zellen aus. Um das Differenzierungspotential einer 
NSC Kultur zu testen, wurde folgender Versuchsansatz gewählt. Bei 4 °C wurden 
Deckgläschen über Nacht mit Polyornithin (10 mg/ml Polyornithin verdünnt in 150 mM 
Natriumboratpuffer, pH 8,3) beschichtet. Für die Differenzierung wurden 1x106 NSZ in 5 ml 
Neurobasalmedium ohne Wachstumsfaktoren, jedoch mit 1 % Pferdeserum aufgenommen. 
Auf die zweimal mit PBS gewaschenen Polyornithin beschichteten Deckgläschen wurden 0,5 
bis 1x105 Zellen ausgesät und diese für 7 bis 11 Tage inkubiert. Das Medium wurde 
entsprechend dem Verbrauch ca. jeden zweiten Tag gewechselt. 
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5.6.6 Kultur und Differenzierung humaner neuraler Vorläuferzellen 
Humane neurale Vorläuferzellen (normal human neural progenitors, NHNP) wurden über die 
Firma CAMBREX bezogen. Die Zellen wurden in Neural Progenitor Minimal Medium 
(NPMM) supplementiert mit hFGF, hEGF, neural cell survival factor-1 und Gentamycin, das 
ebenfalls von der Firma CAMBREX geliefert wurde, kultiviert. Da die Proliferationsrate der 
humanen Zellen sehr gering war, wurde maximal einmal pro Woche Medium gewechselt. 
Eine Zerkleinerung der Neurosphären war wegen des langsamen Wachstums nicht nötig. Zur 
Differenzierung der neuralen Vorläuferzellen wurden Glasplättchen über Nacht mit 0.05 % 
Polyethylenimin in Bortapuffer inkubiert. Nachdem die Plättchen dreimal mit Wasser 
gewaschen wurden, wurden 0.5 ml der neuralen Vorläuferzellen mit den Plättchen in 24-well 
Platten kultiviert. Nach ca. zwei Wochen konnte eine Adhäsion und Differenzierung der 
Neurosphären beobachtet werden. 
 
5.6.7 Trichostatin A (TSA) und 5-Aza-2´-deoxycytidin (AzaC) Behandlung 
neuraler Stammzellen 
Um den Epigenotyp von NSZ zu modifizieren, wurden diese mit dem 
Histondeacetylaseinhibitor TSA und parallel mit dem Nukleotidanalogon AzaC, das als DNA 
Methylierungsinhibitor wirkt, behandelt. Vor der Behandlung wurde aus Neurosphären eine 
Einzelzellsuspension hergestellt und 2 - 4x105 Zellen pro ml ausgesät. Zur Behandlung 
wurden 150 nM TSA und 500 nM AzaC für 48 h dem Kulturmedium zugegeben, während 
parallel Kontrollzellen unbehandelt blieben. 
 
5.6.8 Zentrifugation von Zellen auf Objektträger (Zytospin) 
Eine Einzelzellsuspension von Zellen wurde mit 4% PFA für 15 min bei Raumtemperatur 
fixiert. Nach Zentrifugation wurde das Zellpellet in PBS gewaschen und anschließend in 350 
µl PBS aufgenommen. Mit Hilfe einer Zytospin-Zentrifuge wurde die Zellsuspension bei 500 
U/min für 2 min auf einen Objektträger geschleudert. 
 
 
5.7 Tierexperimentelle Arbeiten 
 
5.7.1 Intravenöse Injektion in die Schwanzvene subletal bestrahlter Mäuse 
Zur Vorbereitung von 2 bis 5 Monate alten NOD/SCID Mäusen auf eine letale Bestrahlung 
wurde diesen 2 Tage vor der Bestrahlung Neomycin-Sulfat (1,7 g/l) zum Trinkwasser 
hinzugefügt. Die Mäuse wurden mit 3,0 Gray aus einer Cäsium 137 Quelle bestrahlt. Vor 
Injektion wurden die Mäuse ca. 10 min mit einer Rotlichtlampe zur Venenerweiterung 
erwärmt. Der Schwanz der Mäuse, die in einem kleinen Plexiglaskäfig fixiert wurden, wurde 
desinfiziert und die entsprechenden Zellen in die rechte oder linke Schwanzvene in einem 
Volumen von 500 µl PBS injiziert. Zur Verbesserung der Besiedelung durch humane Zellen 
wurden jeder Maus 5 x 106 Rattenfibroblastenzellen, die humanes IL-3 exprimieren in 200 µl 
einer EHS-Matrix intraperitoneal transplantiert. Anschließend wurden die Mäuse über weitere 
4 Wochen hinweg mit Neomycin-haltigem Trinkwasser versorgt und täglich ihr Gewicht und 
ihr Verhalten überprüft und protokolliert. 
 
5.7.2 Blutabnahme an der Schwanzvene von Mäusen 
Zur Bestimmung der Donorkontribution in repopulierten Mäusen wurde diesen frühestens 
vier Wochen nach Transplantation zum ersten Mal peripheres Blut an einer Schwanzvene 
entnommen. Dazu wurden die mit Rotlicht erwärmten Mäuse mit einem Skalpell leicht an der 
Vene eingeschnitten und 3 bis 6 Bluttropfen direkt in 500 µl 5 mM EDTA/PBS aufgefangen. 
Zur Aufreinigung der Leukozyten wurde anschließend das gleiche Volumen PBS/2% Dextran 
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zugegeben und bei 37°C inkubiert. Nach Sedimentation der Erythrozyten wurde der 
Überstand in ein frisches Zentrifugenröhrchen überführt und abzentrifugiert. aufgenommen. 
Die 5 minütige Inkubation des Zellpellet in hypotoner Gey´s Solution auf Eis führte zum 
Platzen der restlichen Erythrozyten. Nach Unterschichtung von FCS wurden die Leukozyten 
durch Zentrifugation pelletiert und in PBS aufgenommen. 
 
5.7.3 Injektion von SSZ in Blastozysten und Re-Implantation der Blastozysten in 
Ammenmäuse 
Zur Gewinnung der Blastozysten wurden von der Firma Charles River 5 Wochen alte NMRI 
Weibchen erworben. Den Weibchen wurde im Abstand von 46 Stunden zuerst 10 U PMS 
(pregnant mare serum) und anschließend 10 U HCG (humanes Choriogonadotropin) 
intraperitoneal injiziert. In der auf die zweite Injektion folgenden Nacht wurden die so 
superovulierten Weibchen mit Männchen verpaart und am nächsten Vormittag auf 
Vorhandensein des vaginalen Pfropf überprüft. Die Weibchen, die einen Pfropf aufwiesen 
wurden am dritten Folgetag durch zervikale Dislokation getötet und die Blastozysten durch 
spülen des Eileiters und des Uterus mit M2 isoliert und in einen M16 Tropfen, unter Öl 
überführt. Die zu injizierenden Zellen wurden zunächst in eine Einzelzellsuspension überführt 
und in Injektionsmedium mit 3 U/µl DNase I aufgenommen. Die Zellen wurden unter 
visueller Kontrolle an einem inversen Leicamikroskop in eine Injektionsnadel (Biomedical 
Instruments) aufgenommen und in das Blastozoel injiziert. Anschließend wurden die 
Blastozysten in ein Uterushorn scheinschwangerer NMRI Ammenmäuse, welche 2 Tage 
zuvor mit vasektomierten Männchen verpaart worden waren, transferiert. 
 
5.7.4 Präparation embryonaler Gewebe nach Injektion von SSZ in Blastozysten 
Die Ammentiere wurden am 12,5 Tag der Entwicklung der Embryonen durch zervikale 
Dislokation getötet. Der Bauchraum wurde durch zwei Schnitte von der Leistengegend nach 
dorsocranial geöffnet. Die Uterushörner, in denen sich die Embryonen befinden, wurden 
distal am Uterus communis und cranial am Ovidukt durchtrennt. Unter dem Binokular 
wurden die Embryonen einzeln ohne den Dottersack zu verletzen aus dem Uterus präpariert. 
Dabei wurde besonders darauf geachtet, dass nach dem Abtrennen der Nabelschnur von der 
Plazenta mit einer Pinzette die Nabelschnur abgeklemmt wird, damit kein Blut austritt. Jeder 
Embryo wurde in einem separaten mit eiskalten PBS gefüllten Schälchen mehrmals 
geschwenkt um außen anhaftenden Zellen zu entfernen. Danach wurden die Embryonen in 
individuelle PBS-gefüllte 3,5 cm-Schalen überführt. Durch Punktieren der Carotiden wurde 
das Ausbluten des Embryo beschleunigt. Bei 12,5 Tage alten Embryonen ließen sich 
Dottersack, fötale Leber, Kopf, Hinterbein, der kopflose Rumpf-Körper und das embryonale 
Blut isolieren, das durch Ausblutung des Embryos in das umgebende PBS nach Abtrennung 
des Dottersackes und nach Abtrennung des Kopfes und anschließende Zentrifugation für 5 
min bei 200 g erhalten wurde. 
 
5.7.5 Isolierung adulter muriner Knochenmarkszellen 
Zur Isolierung adulten Knochenmarks wurde ein Tier durch zervikale Dislokation getötet und 
mit 70% EtOH das Fell desinfiziert. Femura und Tibiae wurden von Fell, Haut und Muskeln 
befreit und danach an den Gelenkenden eröffnet. Das Knochenmark wurde durch Spülen der 
Röhrenknochen mit PBS unter sterilen Bedingungen gewonnen. Anschließend wurde das im 
PBS befindliche Knochenmark auf Eis resuspendiert und mechanisch 
(durch Auf und Abpipettieren der Suspension in einer 1000 µl Pipette) in eine 
Einzelzellsuspension überführt. Danach wurde für 6 min bei 200 g und 4°C zentrifugiert. Der 
Überstand wurde dekantiert und das Zellpellet wurde in 5-10 ml Gey´s-Solution resuspendiert 
und auf Eis stehen inkubiert. Durch die Zugabe der hypotonischen Gey´s-Solution werden die 
Erythrozyten in der Zellsuspension lysiert. Nach 6 min. wurde die Zellsuspension mit 1,5 ml 
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FCS unterschichtet und für 7 min. bei 200g und 4 °C zentrifugiert. Nach dem der Überstand 
abgesaugt war, wurde das Zellpellet in PBS resuspendiert und zum Abtrennen eventuell 
entstandener Klumpen durch einen Zellsieb mit 50µm Maschenweite gedrückt. Anschließend 
wurde die Lebendzellzahl pro Volumen mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer ermittelt. 
 
 
5.8 Molekularbiologische Methoden 
 
5.8.1 Enzymatischer Verdau genomischer DNA 
Genomische DNA aus NSC Kulturen wurde mit Hilfe des ‚QIAGEN genomic DNA 
purification kit’ gewonnen. Die Aufreinigung wurde nach dem Protokoll des Herstellers 
durchgeführt. NSC wurden abzentrifugiert und zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen. 0.5 ml 
Zellsuspension wurden mit 0.5 ml Puffer C1 sowie 1.5 ml Wasser vermischt und für 10 min 
auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation für 15 min bei 1300 g wurde der Überstand 
abdekantiert. Das Pellet wurde in 0.25 ml Puffer C1 sowie 0.75 ml Wasser resuspendiert und 
erneut abzentrifugiert. Das Pellet wurde nun in 1 ml Buffer G2 resuspendiert und 
anschließend 25 µl einer Proteinase K Lösung zugegeben. Die Zellen wurden bei 50 °C für 30 
min lysiert. In der Zwischenzeit wurden die zugehörigen Säulen mit 2 ml Puffer QBT 
äquilibriert. Nachdem das Zelllysat auf die Säule gegeben war, wurde diese dreimal mit 1 ml 
Puffer QC gewaschen. Anschließend wurde die DNA mit Puffer QF aus der Säule eluiert. Die 
abschließende Aufreinigung der DNA erfolgte durch Isopropanolfällung sowie zweimaligem 
waschen in 70 % Ethanol. Nachdem die Konzentration der DNA photometrisch bestimmt 
war, wurde ein Aliqout auf einem 1.5 % Agarosegel aufgetragen um die Integrität der DNA 
zu überprüfen. Jeweils 5 µg DNA wurden mit 100 U des Restriktionsenzyms in 50µl 
Volumen bei 37 °C über Nacht verdaut. Am nächsten Tag wurde der Ansatz nach Zugabe von 
5 µl Ladepuffer auf ein 1 % Agarosegel gegeben und wiederum über Nacht bei 40 V 
aufgetrennt. 
 
5.8.2 Isolierung von DNA aus Zellen und Geweben 
Um genomische DNA aus Zellen und Geweben zu isolieren, wurde zunächst die Zellstruktur 
durch Proteinase-Verdau und Detergenzbehandlung zerstört. Die DNA wurde anschließend 
durch Phenol-Chloroform Extraktion von den Proteinen gereinigt. Durch die Fällung in 
Isopropanol und das Waschen mit Ethanol wurden Salze aus der DNA ausgewaschen und die 
Konzentration erhöht. 
Es wurde nach folgendem Protokoll vorgegangen: 
- Gewebe oder Zellpellet wird in 700 µl Lysispuffer mit Proteinase K aufgenommen 
- Inkubation über Nacht bei 56 °C im Rotationsinkubator 
- Zugabe von 7 µl RNase um sämtliche RNA zu degradieren 
- 30 min. Inkubation bei 37°C 
- Zugabe des gleichen Volumens Phenol-Chloroform, 5 min kräftiges Schütteln 
- Zentrifugation für 10 min bei 20.000g 
- Überführen des wässrigen Überstandes in ein neues Reaktionsgefäß; die 
hydrophile DNA befindet sich im wässrigen Überstand, während sich die Proteine 
an der Interphase zum Phenol anlagern, deshalb sollte keinesfalls die Interphase 
mit überführt werden 
- Zugabe des gleichen Volumens Phenol-Chloroform, 5 min kräftiges Schütteln 
- Erneute Zentrifugation für 10 min bei 20.000g 
- Überführen des wässrigen Überstandes in ein neues Reaktionsgefäß 
- Zugabe des gleichen Volumens Isopropanol, kräftiges schütteln 
- Inkubation für 20 min bei –80 °C 
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- Zentrifugation für 15 min bei 20.000g, die DNA sollte als Pellet am Boden des 
Reaktionsgefäßes sichtbar sein 
- Entfernen des Überstandes und Zugabe von 700 µl 70 %igem Ethanol 
- Kräftig vortexen um das Pellet vom Reaktionsgefäß zu lösen 
- Zentrifugation für 10 min bei 20.000g 
- Zugabe von 700 µl 70 %igem Ethanol 
- Zentrifugation für 10 min bei 20.000g 
- Vollständiges Entfernen des Ethanol; das DNA Pellet nicht trocken fallen lassen, 
da sich die DNA sonst nicht mehr vollständig löst 
- Lösung des DNA Pellets in ddH2O 
 
5.8.3 Isolierung von RNA aus Geweben und Zellen 
Zur Isolierung wurde die peqGold RNApure Lösung der Firma PEQLAB, Erlangen 
verwendet. Diese Lösung enthält Guanidinisothiocyanat, ein chaotrophes Salz, das die Zellen 
lysiert und gleichzeitig RNasen denaturiert. Sämtliche Schritte wurden zudem auf Eis 
durchgeführt um eine Aktivität der RNasen möglichst zu unterbinden. 
- Zerkleinern des Gewebes in einem Reaktionsgefäß mit einem Pistill (entfällt bei 
einem Zellpellet) 
- Zugabe von 700 µl peqGold RNApure, kräftig schütteln, 5 min inkubieren 
- Zugabe von 70 µl RNase freies Chloroform, kräftig schütteln 
- Zentrifugation für 10 min bei 20.000g und 4 °C 
- Überführen des wässrigen Überstandes in ein neues Reaktionsgefäß 
- Zugabe von 700 µl Isopropanol (RNase frei) 
- Zentrifugation für 10 min bei 20.000g und 4 °C 
- Zweimaliges Waschen mit 70%igem Ethanol 
- Aufnehmen des RNA Pellets in DEPC-H2O 
Um die Integrität der RNA zu überprüfen, kann eine Probe auf einem Agarosegel aufgetrennt 
werden. Die 28s und 18s RNA sollten als distinkte Banden sichtbar sein. 
 
5.8.4 Photometrische Bestimmung der Nukleinsäurekonzentration 
Die aromatischen Ringe der Purin- und Pyrimidinbasen von Nukleinsäuren führen in einer 
wässrigen Lösung zu einer starken Absorption des Lichtes bei einer Wellenlänge von 260 nm. 
Daher kann die Konzentration von Nukleinsäuren anhand des Extinktionswertes einer 
wässrigen Lösung bei 260 nm bestimmt werden. Da die Beziehung zwischen Extinktion und 
Konzentration linear ist, lässt sich letztere über eine einfache Formel berechnen: 
 
 C= OD260 nm x 50µg/ml bei doppelsträngiger DNA 
  
 C= OD260 nm x 40µg/ml bei einzelsträngiger DNA 
 
 C= OD260 nm x 33µg/ml bei einzelsträngiger RNA 
 
Zur Messung der Extinktionswerte wurde ein Biophotometer der Firma Eppendorf verwendet. 
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5.8.5 Reverse Transkription 
- 1 mg RNA wird in 14,5 µl RNase-freiem Wasser gelöst 
- die RNA wird für 5min bei 70°C inkubiert um eine Denaturierung von    doppelsträngigen 
Sequenzen zu erreichen 
- die RNA wird anschließend sofort auf Eis gestellt um eine Renaturierung zu verhindern 
- 5,5µl der Stock Solution werden zugegeben 
- die Stock Solution besteht aus: 
o 2 µl RT-Puffer 
o 1 µl dNTP´s 
o 2 µl Hexamer-Primer 
o 0,5 µl Omniscript Reverse Transkriptase 
- der Ansatz wird 1 Std. bei 37 °C inkubiert 
Hexamer-Primer sind ein Gemisch aus einzelsträngigen Hexameren mit statistisch verteilter 
Sequenzfolge. Es sind 46 = 4096 verschiedenen Hexamer-Sequenzen möglich. Statistisch 
gesehen sollte also für jede mRNA-Sequenz ein komplementärer Primer vorhanden sein. 
 
5.8.6 PCR 
Die Amplifikation durch PCR wurde entweder in einem Trio Thermoblock, einem Uno 
Thermoblock oder einem T3 Thermoblock (Biometra Göttingen) durchgeführt. Es wurden 
grundsätzlich 200ng genomische DNA eingesetzt. Alle Oligonukleotide, die als Primer in die 
PCR eingesetzt wurden, wurden von MWG Biotech synthetisiert. 
 
Myogenin-PCR 
PCR-Ansatz: 
5 µl Puffer (10x) 
1 µl dNTPs (2,5 mM each) 
100ng sense Primer ( 5´-TTA CGT TCG TGG ACA GC-3´) 
100ng antisense Primer ( 5´-TGG GCT GGG TGT TAG TCT TA-3´) 
0,05 µl Taq-Polymerase (5 U/µl) 
200 ng DNA 
add 50µl H20 
Zyklus: 
5 min 95 °C 
30 sec 95 °C 
30 sec 58 °C 36 Zyklen 
90 sec 72 °C 
2 min 72 °C 
Größe des Fragmentes: 245 bp 
Die Primersequenzen und Bedingungen für die PCR entstammen der Literatur(Muller et al., 
1994). 
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17�mod 
PCR-Ansatz: 
5 µl Puffer (10x) 
1 µl dNTPs (2,5 mM each) 
1 µl MgCl2 (25 mM/µl) 
100ng sense Primer ( 5´-GGATAATTTCAG CTG ACT AAA CAG A-3´) 
100ng antisense Primer ( 5´-TTCCGTTTAGTT AGG TGC AGT TAT-3´) 
0,05 µl Taq-Polymerase (5 U/µl) 
200 ngDNA 
add 50µl H20 
Zyklus: 
5 min 94 °C 
1 min 94 °C 
1 min 60 °C 40 Zyklen 
1 min 72 °C 
5 min 72 °C 
Größe des Fragmentes: 850 bp 
Die Primersequenzen und die Bedingungen der PCR entstammen der Literatur(Warburton et 
al., 1991). 
 
humanes Aktin 
PCR-Ansatz: 
5 µl Puffer (10x) 
1 µl dNTPs (2,5 mM each) 
100ng sense Primer ( 5´-CTC GGG AGC CAC ACG CAG CTC-3´) 
100ng antisense Primer ( 5´-AGG CCG GCT TCG CGG GCG-3´) 
0,05 µl Taq-Polymerase (5 U/µl) 
abgeglichene Menge cDNA 
add 50µl H20 
 
Zyklus: 
5 min 95 °C 
40 sec 95 °C 
40 sec 54 °C 35 Zyklen 
60 sec 72 °C 
2 min 72 °C 
Größe des Fragmentes: 200 bp 
Die Primersequenzen und die Bedingungen stammen aus dem Labor von R. Henschler. 
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HPRT (Hypoxanthyl Phosphoribosyl Transferase) 
PCR-Ansatz: 
5 µl Puffer (10x) 
1 µl dNTPs (2,5 mM each) 
100ng sense Primer (200 ng/µl; 5´-CAC AGG ACT AGA ACA CCT-3´) 
100ng antisense Primer (200 ng/µl; 5´-GCT GGT GAA AAG GAC CTC T-3´) 
0,05 µl Taq-Polymerase (5 U/µl) 
abgeglichene Menge cDNA 
add 50µl H20 
Zyklus: 
5 min 94 °C 
40 sec 94 °C 
40 sec 57 °C 35 Zyklen 
60 sec 72 °C 
3 min 72 °C 
Größe des Fragmentes: 249 bp (cDNA); 1100 bp (genomische DNA) 
Die Primersequenzen und die Bedingungen entstammen der Literatur(Keller et al., 1993). 
 
Humane Hämoglobinketten 
PCR-Ansatz: 
5 µl Puffer (10x) 
1 µl dNTPs (2,5 mM each) 
40ng β-Globin sense Primer (200 ng/µl; 5´-ACA CAA CTG TGT TCA CTA GCA 
ACC TCA-3´) 
40ng β-Globin antisense Primer (200 ng/µl; 5´-GGT TGC CCA TAA CAG CAT 
CAG GAG T-3´) 
120ng ε-Globin sense Primer (200 ng/µl; 5´-CTT TGG AGA TGC TAT TAA AAA 
CAT G-3´) 
120ng �-Globin antisense Primer (200 ng/µl; 5´-CCA GAA TAA TCA CCA TCA 
CGT TAC-3´) 
40ng �-Globin sense Primer (200 ng/µl; 5´-GAC CGT TTT GGC AAT CCA TTT 
C3´) 
40ng �-Globin antisense Primer (200 ng/µl; 5´-GTA TTG CTT GCA GAA TAA 
AGC C-3´) 
0,1 µl Taq-Polymerase (5 U/µl) 
abgeglichene Menge cDNA 
add 50 µl H20 
Zyklus: 
5 min 94 °C 
60 sec 95°C 
60 sec 58 °C 35 Zyklen 
60 sec 72 °C 
2 min 72 °C 
Größe des Fragmentes: �-Globin: 212 bp 
�-Globin: 165 bp 
�-Globin: 135 bp 
Die Primersequenzen und die Bedingungen stammen aus der Literatur(Bungert et al., 1995). 
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Hu bcl2-PCR 
PCR-Ansatz: 
5 µl Puffer (10x) 
1 µl dNTPs (2,5 mM each) 
100ng sense Primer ( 5´- CGC GGA CGC TGG ATA TAA AGT -3´) 
100ng antisense Primer ( 5´- ACA TCT CCC GCA TCC CAC TC -3´) 
0,05 µl Taq-Polymerase (5 U/µl) 
200 ngDNA 
add 50µl H20 
Zyklus: 
5 min 95 °C 
30 sec 95 °C 
30 sec 62 °C 36 Zyklen 
60 sec 72 °C 
2 min 72 °C 
Größe des Fragmentes: circa 260 bp 
Die Primersequenzen und die Bedingungen wurden von R. Götz am MSZ etabliert. 
 
YMT2/B-PCR 
PCR-Ansatz: 
5 µl Puffer (10x) 
1 µl dNTPs (2,5 mM each) 
100ng sense Primer ( 5´- CTG GAG CTC TAC AGT GAT GA -3´) 
100ng antisense Primer ( 5´- CAG TTA CCA ATC AAC ACA TCA  C -3´) 
0,05 µl Taq-Polymerase (5 U/µl) 
200 ngDNA 
add 50µl H20 
Zyklus: 
5 min 95 °C 
30 sec 95 °C 
30 sec 62 °C 36 Zyklen 
60 sec 72 °C 
2 min 72 °C 
Größe des Fragmentes: circa 260 bp 
Die Primersequenzen und Bedingungen für die PCR entstammen der Literatur(Muller et al., 
1994). 
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Oct-4 
PCR-Ansatz: 
5 µl Puffer (10x) 
1 µl dNTPs (2,5 mM each) 
100ng sense Primer ( 5´- AGC TGC TGA AGC AGA AGA GG -3´) 
100ng antisense Primer ( 5´- CTT AAG GCT GAG CTG CAA GG -3´) 
0,05 µl Taq-Polymerase (5 U/µl) 
200 ngDNA 
add 50µl H20 
Zyklus: 
5 min 94 °C 
60 sec 94 °C 
60 sec 61 °C 35 Zyklen 
60 sec 72 °C 
2 min 72 °C 
Größe des Fragmentes: cDNA 134 bp, gDNA 318 bp 
Die Primersequenzen und Bedingungen für diese PCR wurden im Labor Müller etabliert. 
 
Rex-1 
PCR-Ansatz: 
5 µl Puffer (10x) 
1 µl dNTPs (2,5 mM each) 
100ng sense Primer ( 5´- GGC CAG TCC AGA ATA CCA GA -3´) 
100ng antisense Primer ( 5´- GAA CTC GCT TCC AGA ACC TG-3´) 
0,05 µl Taq-Polymerase (5 U/µl) 
200 ng DNA 
add 50µl H20 
Zyklus: 
5 min 95 °C 
60 sec 95 °C 
60 sec 60 °C 44 Zyklen 
60 sec 72 °C 
2 min 72 °C 
Größe des Fragmentes: 232 bp 
Die Primersequenzen und Bedingungen für die PCR entstammen der Literatur(Ginis et al., 
2004). 
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Nanog 
PCR-Ansatz: 
5 µl Puffer (10x) 
1 µl dNTPs (2,5 mM each) 
100ng sense Primer ( 5´- AGG GTC TGC TAC TGA GAT GCT CTG -3´) 
100ng antisense Primer ( 5´- CAA CCA CTG GTT TTT CTG CCA CCG -3´) 
0,05 µl Taq-Polymerase (5 U/µl) 
200 ngDNA 
add 50µl H20 
Zyklus: 
5 min 94 °C 
60 sec 94 °C 
60 sec 61 °C 35 Zyklen 
60 sec 72 °C 
2 min 72 °C 
Größe des Fragmentes: cDNA 364 bp, gDNA 464 bp 
Die Primersequenzen und Bedingungen für die PCR entstammen der Literatur(Mitsui et al., 
2003). 
 
SCL 
PCR-Ansatz: 
5 µl Puffer (10x) 
1 µl dNTPs (2,5 mM each) 
100ng sense Primer ( 5´- CGC ATG GTG CAG CTG AGC -3´) 
100ng antisense Primer ( 5´- GGC TGT TGG TGA AGA TGC -3´) 
0,05 µl Taq-Polymerase (5 U/µl) 
200 ngDNA 
add 50µl H20 
Zyklus: 
5 min 94 °C 
60 sec 94 °C 
60 sec 58 °C 36 Zyklen 
60 sec 72 °C 
2 min 72 °C 
Größe des Fragmentes: cDNA 235 bp, gDNA 335 bp 
Die Primersequenzen und Bedingungen für die PCR wurden im Labor Müller etabliert. 
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Vav 
PCR-Ansatz: 
5 µl Puffer (10x) 
1 µl dNTPs (2,5 mM each) 
100ng sense Primer ( 5´- GTA TAA CGT GGA GGT CAA GC -3´) 
100ng antisense Primer ( 5´- GGA GGA CTG GAG AAA ATC AG -3´) 
0,05 µl Taq-Polymerase (5 U/µl) 
200 ngDNA 
add 50µl H20 
Zyklus: 
5 min 95 °C 
60 sec 95 °C 
60 sec 61 °C 35 Zyklen 
60 sec 72 °C 
2 min 72 °C 
Größe des Fragmentes: 254 bp 
Die Primersequenzen und Bedingungen für die PCR wurden im Labor Müller etabliert. 
 
 
5.8.7 Auftrennung von DNA-Fragmenten über Agarose-Gele 
Die im Rahmen einer PCR entstandenen DNA-Fragmente wurden über ein 1,5%iges 
Agarose- Gel aufgetrennt. Hierzu löste man unter Kochen in der Mikrowelle 6g Agarose in 
400 ml TBE-Puffer und gab 20 µl 0,5% Ethidiumbromid-Lösung dazu. Mit dieser Agarose 
Lsg. wurden anschließend Gele gegossen. Das erstarrte Agarose-Gel wurde mit TBE-Puffer 
überschichtet und je nach Versuch 10-20 µl der PCR-Ansätze nach Zugabe von ca. 2 µl 
Ladepuffer auf das Gel aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte je nach 
erwarteter 
Fragmentgröße in einem elektrischen Feld mit 5-8V/cm für ca. 30-60 min. Die durch 
Interkalation in die DNA-Doppelhelix verstärkte Fluoreszenz des zugesetzten 
Ethidiumbromids bei 590 nm ermöglichte die Visualisierung der entsprechend ihrer Größe 
exponentiell aufgetrennten DNA-Fragmente unter UV-Licht. Zur Standardisierung und 
Einschätzung der Fragmentgrößen der Banden wurden DNA Fragmente bekannter Größe 
parallel zu den jeweiligen Proben aufgetragen. Hierzu wurde das Plasmid ptz mit dem 
Restriktionsenzym HinfI sowie das Plasmid pSM mit HindIII verdaut. Die erhaltenen DNA-
Fragmente lagen bei ptz im Bereich von 44 bis 1202 bp, bei pSM zwischen 145 und 3440 bp 
 
5.8.8 Southern Blotting 
Herstellung radiaktiv markierter Sonden 
Für die spezifische Hybridisierung von auf Filter tranferierten DNA-Fragmenten mussten 
zunächst die gesuchten Fragmente isoliert und radioaktiv markiert werden. Hierzu wurden sie 
im Anschluss an die PCR und die Auftrennung über ein Agarose-Gel aus letzterem 
herausgelöst und anschließend einzelne Basen des Fragmentes im Rahmen einer „Nick 
Translation“ gegen radioaktiv markierte Basen ausgetauscht. 
 
Elektroeluation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
Die im UV-Licht gut sichtbaren Banden des gewünschten Fragmentes wurden mit einem 
Skalpell möglichst fein herausgeschnitten, der Gelstreifen in einen Dialyseschlauch überführt 
und letzterer luftblasenfrei mit 2 ml TBE gefüllt und verschlossen. Beim Anlegen eines 
elektrischen Feldes von ca. 8 V/cm im TBE-Bad wanderten die DNA-Fragmente aus dem Gel 
an die Wand des Dialyseschlauches. Dieser Vorgang ließ sich gut im UV-Licht kontrollieren. 
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Abschließend wird die Polarisierung des elektrischen Feldes zur Ablösung der DNA von der 
Membran für einige Sekunden umgekehrt, die Flüssigkeit aus dem Dialyseschlauch 
entnommen, das Innere mit ca. 1 ml TBE gespült. Zu der resultierenden Lösung von DNA 
Fragmenten 
wurde die doppelte Menge 100%iger Ethanol sowie 10 Vol% 3M Natriumacetat 
zugegeben. Durch kräftiges Schütteln und Inkubation für 15 min bei –80 °C wurden die 
Fragmente aus der Lösung gefällt. Anschließend erfolgten zwei Waschschritte in 75 %igem 
Ethanol bevor die DNA in einem möglichst geringem Volumen H2O aufgenommen wurde. 
 
Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten durch „Nick Translation“ 
Zur radiaktiven Markierung der DNA-Fragmente wurden 40 ng DNA mit einem 
Enzymgemisch aus DNAse I und DNA-Polymerase I versetzt und in Anwesenheit von dATP, 
dGTP, dTTP, und [α32P]-dCTP (γ-Strahler) für 45 min bei 15°C inkubiert. In dieser Zeit 
bildeten sich aufgrund der Spaltung der inneren Phosphodiesterbindungen durch DNAse I 
(Endonuklease) Einzelstrangabschnitte, deren Komplementärstränge anschließend von der 
DNA-Polymerase I unter Verwendung der freien – und zu einem Viertel [�32P]-markierten – 
Nukleotide synthetisiert wurden. Um die so markierten Sonden von den aktiven Enzymen und 
freien Nukleotiden des Reaktionsansatzes zu befreien, wurde die Lösung anschließend über 
Sephadex G50-Säulen aufgetrennt. Hierzu wurde eine Insulinspritze mit Glaswolle und 
Sephadex G50 luftblasenfrei gefüllt, bei 400 g 2 min zentrifugiert und die Reaktionslösung 
auf die Oberfläche der Säule gegeben. Bei der folgenden erneuten Zentrifugation (400 g, 2 
min) wanderten die vergleichsweise großen DNA-Fragmente schnell durch die Gelmatrix und 
ließen sich anschließend 
in der sich unter der Säule absetzenden Flüssigkeit auffangen, während kleinere 
Moleküle wie freie Nukleotide oder Enzyme in die Innenräume der matrixbildenden 
Strukturen eindringen konnten und so zurückgehalten wurden (Molekularsieb-Prinzip).  
 
Übertragung von Nukleinsäuren aus dem Agarose-Gel auf Nylonmembranen 
Im Anschluss an die elektrophoretische Auftrennung wurden die Gele für ca. 15 min in 
Denaturierungspuffer geschwenkt, um die strukturelle Konsistenz des Agarosegels zu 
schädigen und die folgende Eluation der DNA-Fragmente zu erleichtern. Diese erfolgte im 
Rahmen eines Halbtrocken-Blots, bei dem das Gel auf ein auf einer Glasplatte liegendes und 
in Transferpuffer getränktes Filterpapier gelegt, die Nylonmembran luftblasenfrei auf der 
Rückseite des Gels positioniert und mit einem weiteren Filterpapier und einer Lage 
Papiertücher überdeckt wurde. Ein aufliegendes geringes Gewicht (ca. 500 g) verstärkte den 
Kontakt zwischen den verschiedenen Schichten des Blottes. In dieser Anordnung wurde der 
im unteren Filterpapier 
gespeicherte Transferpuffer aufgrund von Kapillarkräften langsam durch das Gel, die 
Nylonmembran und den oberen Filter hindurch in die Papiertücher gesogen. In dem das Gel 
durchlaufenden Flüssigkeitsstrom wurden die im Gel befindlichen DNA-Fragmente 
mitgerissen, 
bis sie an der dichten Struktur der Nylonmembran hängen blieben. Der gesamte Prozess des 
Blottings verlief in der Regel innerhalb von ca. zwölf Stunden. Die mit Nukleinsäuren 
beschichtete Membran wurde anschließend zweimal für ca. 5 min in 2x SSC geschwenkt und 
zum Crosslinking der Nukleinsäuren mit der Membran in 60 sec mit 120 mJ/cm2 im UV-
Licht belichtet. 
 
Hybridisierung der geblotteten Fragmente mit markierten Sonden 
Zur Hybridisierung der auf die Nylonmembranen geblotteten Fragmente wurden die 
Membranen zunächst für wenige Minuten nacheinander in H2Odest. und 6x SSC gebadet, 
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anschließend in Gruppen von maximal sechs Membranen zusammengerollt und in ein 
gläsernes 
Hybridisierungsrohr gesteckt. Um ein festes Aneinanderheften oder gar Übertreten von DNA 
Fragmenten bei den Membranen zu verhindern, wurden sie durch Trennlagen von Nylonvlies, 
welches zuvor ebenfalls in 6x SSC gebadet worden waren, separiert. Nach Zugabe von 20 ml  
Prähybridisierungspuffer rotierten die Filter in den verschlossenen Hybridisierungsrohren bei 
für 1 Std. im 65°C Ofen, um durch die im Puffer enthaltene Lachssperma-DNA unspezifische 
DNA-Bindungsstellen auf den Membranen zu maskieren. Zur Denaturierung partieller 
Doppelstränge wurden die radioaktiv markierten DNA-Sonden für 5 min bei 100°C inkubiert 
und anschließend auf Eis abgeschreckt. Anschließend wurde der Prähybridisierungspuffer aus 
dem Hybridisierungsrohr entfernt und durch Hybridisierungspuffer ersetzt, dem die radioaktiv 
markierte Sonde zugesetzt worden war. Es folgte zur spezifischen Hybridisierung der 
geblotteten DNA-Fragmente die Inkubation der Membranen unter Rotation bei 65°C über 
Nacht. 
Abschließend wurden die Membranen zweimal mit 2XSSC/0.1 % Tween 20 und einmal mit 
0.2XSSC/0.1 % Tween 20 gewaschen (jeweils 20 min), auf Filterpapier gelegt und mit 
Zellophanfolie umhüllt. 
 
Belichtung von Filmen durch markierten Filtern 
Zur Belichtung der Filme wurden die Membranen mit der geblotteten Seite auf einen Kodak 
Biomax MR-1-Röntgenfilm gelegt und in einer Metallkassette mit reflektierendem 
Hintergrund eingeschlossen. Je nach Stärke der radioaktiven Strahlung, die zuvor mit einem 
Geigerzähler abgeschätzt wurde, wurden die Kassetten für wenige Stunden bis zu einer 
Woche bei Raumtemperatur oder bei –80°C im Gefrierschrank (da bei –80°C aufgrund der 
Wirkung der Verstärkerfolie, die Signalintensität steigt) inkubiert. Die Entwicklung der 
belichteten Filme erfolgte in einem Kodak M35 XOmat Prozessor. 
 
 
5.9 Proteinbiochemische Methoden 
Durch Verwendung einer diskontinuierlichen Polyacrylamidgelelektrophorese können 
Proteine in einem Gelträger nach Anlegen einer elektrischen Spannung entsprechend ihrer 
Größe aufgetrennt werden. Nach Transfer der Proteine aus dem Gel auf proteinbindende 
Membranen können unter Einsatz von Antikörpern spezifische Proteinbanden dargestellt 
werden. 
 
5.9.1 Herstellung von Zelllysaten 
Alle Arbeitsschritte wurden auf Eis bzw. in einer vorgekühlten Zentrifuge durchgeführt. Die 
zu lysierenden Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen. Das Zellpellet wurde zur 
Lyse in Histon-Isolationspuffer in einer Konzentration von 1 - 2x107 Zellen/ml 
aufgenommen, durch mehrmaliges Pipettieren aufgeschlossen. Die Lösung wurde 6 min bei 
1000g zentrifugiert und der Überstand dekantiert. Das Pellet wurde insgesamt dreimal in 
Histon-Isolationspuffer aufgenommen. Anschließend wurde das Pellet in Tris/EDTA-Puffer 
aufgenommen und nach Zugabe von 1% konz. Schwefelsäure für min. 1h bei 4°C inkubiert. 
Letztendlich wurde das Lysat bei 20000g für 10 min abzentrifugiert und der Überstand bis zur 
Weiterverwendung bei �20 °C eingefroren. 
 
5.9.2 Bestimmung von Proteinkonzentrationen 
Zur Ermittlung der Proteinmenge in den Zelllysaten wurde ein Proteinbestimmungskit 
(QuantiPro BCA ASSAY KIT; Sigma) verwendet, dessen Prinzip auf der durch Proteine 
verursachten Reduktion zweiwertigen Kupfers (Cu2+) zu einwertigem Kupfer (Cu1+) beruht. 
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Das hierbei entstehende Cu1+ bildet mit der zugefügten Bizinchoninsäure einen farbigen 
Komplex, so dass die Absorption der Proteinlösung bei 562 nm als direkt proportional zur 
Proteinkonzentration angenommen werden kann. 
5 µl des Zelllysats wurden mit 1 ml einer CuSO4-Lösung, wie in der Produktinformation des 
Kits beschrieben, versetzt und 60 min bei 60 °C inkubiert. Die Proben wurden parallel mit 
einer Proteinstandardlösung (1µg/µl BSA) gemessen und mittels dieser die 
Proteinkonzentration der einzelnen Lysate berechnet. 
 
5.9.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Die zu analysierenden Proben wurden in einem reduzierenden SDS Probenpuffer 
aufgenommen und pro Spur die gleiche Proteinmenge aufgetragen. Durch das denaturierende 
Agenz SDS werden die Proteine in eine zylindrische Form aufgefaltet und mit einer Hülle aus 
SDS Molekülen umgeben. Dadurch erhalten die Proteine ein etwa proportional ihrer Größe 
entsprechende negative Ladung und können in einem elektrischen Feld innerhalb einer 
Gelmatrix aufgetrennt werden. Die Verwendung eines diskontinuierlichen Gelsystems erlaubt 
die Aufkonzentration der verschiedenen Proben an der Grenze zwischen dem sogenannten 
Sammelgel und dem folgenden Trenngel. Das im Sammelgel und im Probenpuffer enthaltene 
Glyzin liegt aufgrund des pH-Wertes im Sammelgel als Zwitterion vor. Somit werden die 
Proteine zwischen den sogenannten Leitionen, den Chloridionen, und den Folgeionen, den 
Glyzinionen, gefangen und unter dem Einfluß des elektrischen Feldes fokussiert. Bei 
Erreichen des Trenngels kommt es zu einem pH-Sprung von pH 6,8 auf 9,0. Das Glyzin liegt 
dann als Anion vor und wandert als kleines Molekül zusammen mit den Chloridionen den 
größeren Proteinanionen voraus. Die Proteinanionen werden nun im Trenngel unter dem 
Einfluß des angelegten elektrischen Feldes innerhalb der Gelmatrix entsprechend ihrer Größe 
aufgetrennt. Es wurde stets ein 12%iges Trenngel und ein 3,75%iges Sammelgel verwendet, 
deren Polymerisation durch 10 % w/v APS induziert wurde. Nach Polymerisation wurden die 
Gele in die beiden mit 1x SDS-PAGE Puffer gefüllten Puffertanks einer Gelapparatur gesetzt, 
wobei die Proben unter einer konstanten Stromstärke von 22,5 mA je Gel aufgetrennt wurden. 
 
5.9.4 Western Blot-Analyse 
Durch Anlegen eines elektrischen Feldes wurden in einer Naß-Elektroblotkammer die 
Proteine aus der Gelmatrix auf eine Nitrozellulosemembran transferiert, auf der anschließend 
die immobilisierten Proteine durch Bindung spezifischer Antikörper und geeigneter 
Detektionssysteme dargestellt wurden. 
Das Gel, mehrere 3MM-WhatmanpapiereTM, 2 Schwämme und eine auf Gelgröße 
zugeschnittene Nitrozellulosemembran wurden in Transferpuffer getränkt. Auf einen 
Schwamm wurden 2 3MM-WhatmanpapiereTM, das Gel, die Nitrozellulosemembran, 2 
weitere 3MM-WhatmanpapiereTM und erneut ein Schwamm luftblasenfrei gelegt. Dieser 
Stapel wurde in ein Plastikgehäuse geklemmt und anschließend in eine Naß 
Elektroblotkammer (BioRad) mit Transferpuffer gefüllt eingesetzt. Der Proteintransfer 
erfolgte unter konstantem Stromfluß bei 200 mA für 30 min. 
Nach Beendigung des Transfers wurden unspezifische Bindungsstellen auf der 
Nitrozellulosemembran durch 60 minütige Inkubation bei RT in einer Blockierungs-Lösung 
(5 % Magermilchpulver in TBS/T) abgesättigt. Der Immunonachweis verschiedener Proteine 
auf der Membran erfolgte durch spezifische Antikörper. Die Antikörperverdünnungen wurden 
in Blockierungs-Lösung angesetzt. Nach Inkubation bei 4 °C über Nacht wurde die Membran 
dreimal mit TBS/T gewaschen und der primäre Antikörper über einen sekundären, 
Meerrettichperoxidase gekoppelten Antikörper nachgewiesen (verdünnt in Blockierungs-
Lösung). Nach 45 min Inkubation bei RT wurde die Membran erneut 3 bis 5mal gewaschen 
und die Proteine mittels des ECLTM-Systems von Amersham detektiert.  
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Die Meerrettichperoxidase setzt dabei ein Substrat um, wobei ein Röntgenfilm an der Stelle 
der spezifisch markierten Proteinbanden über die Freisetzung von Photonen geschwärzt wird. 
 
5.9.5 Stripping einer Nitrozellulosemembran 
Um auf einer bereits markierten Nitrozellulosemembran weitere Proteine nachzuweisen, muß 
der vorher gebundene Antikörper entfernt werden. In 20 ml frisch angesetztem Stripping-
Puffer wurde die Membran 30 min bei 50 °C inkubiert. Im Anschluß wurde diese mindestens 
5 mal für 10 min mit einem Überschuß an TBS/T gewaschen, um nach erneutem Blockieren 
weitere Proteine nachweisen zu können. 
 
 
5.10 Immunhistochemie und in situ Hybridisierungen 
 
5.10.1 Immunhistochemischer Nachweis humaner Erythrozyten 
Der monoklonale Antikörper �CD235a erkennt spezifisch das Transmembranprotein 
Glycophorin A des Menschen, das von Erythroblasten und reifen Erythrozyten exprimiert 
wird.  
Die Färbung von humanem peripheren Blut, von KG-1 Zellen, bzw. von peripherem Blut 
chimären muriner Embryonen wurde nach folgendem Protokoll gefärbt: 

- Zellen in 4 % PFA für 30 min bei Raumtemperatur fixieren 
-  Zellen abzentrifugieren und mit PBS waschen 
- Zellen auf Objektträger zentrifugieren 
- 30 min mit 10%igem Mausserum blockieren 
- Objektträger zweimal 5min mit PBS waschen 
- Zellen mit Antikörper �CD235a 1:100 verdünnt in PBS/3%BSA für 1 h inkubieren 
- Zellen dreimal mit PBS waschen 
- Mit Antikörper Ziege-antiMaus-FITC gekoppelt für 30 min inkubieren 
- Zellen dreimal mit PBS waschen 
- Zellkerne mit 1 % DAPI in PBS anfärben 
- Zellen dreimal mit PBS waschen 
- Objektträger mit Einbettmedium eindeckeln 

 
 
5.10.2 Kombinierte Immunfärbung von murinem CD45 mit in situ Hybridisierung des Y-
Chromosom 
Zum Nachweis von männlichen CD45-positiven Donorzellen in weiblichen Rezipiententieren 
wurden Einzelzellsuspensionen von Knochenmarkzellen einer Immunfärbung von CD45 
sowie einer anschließenden in situ Hybridisierung des Y-Chromosoms unterzogen. 

- Leukozyten aus dem Knochenmark isolieren 
- Zellen mit 4 % PFA in PBS für 15 min bei Raumtemperatur fixieren 
- Zellen abzentrifugieren und in PBS waschen 
- Zellen für 10 min in 2 mM Levamisol inkubieren um endogene Phosphatasen zu 

inhibieren 
- Zellen 30 min mit Antikörper Maus-antiMaus-CD45-Biotin 1:100 in PBS bei 4 °C 

inkubieren 
- Zellen zweimal mit PBS waschen 
- Zellen 30 min mit Streptavidin-Alkalische Phosphatase 1:50 in PBS bei 4 °C 

inkubieren 
- Zellen zweimal mit PBS waschen 
- Zellen auf Objektträger zentrifugieren 
- Zellen 20 min mit Vector Red (Linaris GmbH) inkubieren 
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- Zellen zweimal mit PBS waschen 
- Präparate eintrocknen lassen oder 20 min bei 56 °C trocknen 
- Objektträger für 10 min in 1M NaSCN bei 80 °C inkubieren 
- Objektträger dreimal mit Wasser waschen 
- Objektträger einmal mit PBS waschen 
- 0.1 M HCl auf 37 °C erwärmen, 0.2 % w/v Pepsin zugeben und 1 min inkubieren 
- Objektträger für 5 min zugeben, anschließend in 0.2 % Glycin abstoppen 
- Objektträger einmal mit PBS waschen 
- Zellen erneut mit 4 % PFA für 10 min fixieren 
- Objektträger einmal mit PBS waschen 
- Objektträger einmal mit Wasser waschen 
- Objektträger in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70, 90, 100 %) für jeweils 2 min 

entwässern 
- Präparate eintrocknen lassen 
- 3 µl FITC-gekoppelte Y-Chromosom-Probe (CAMBIO) mit 12 µl 

Hybridisierungspuffer vermischen und auf Zellpräparat geben 
- Präparat mit Deckgläschen und Photokleber luftblasenfrei eindeckeln 
- Objektträger für 10 min bei 60 °C inkubieren, anschließend über Nacht bei 37 °C 

inkubieren 
- Dreimal mit 2 x SSC (37 °C) waschen 
- Dreimal mit 0.5 x SSC (37°C) waschen 
- Zellkerne mit 1 % DAPI in PBS anfärben 
- Objektträger dreimal mit PBS waschen 
- Präparat mit Einbettmedium eindeckeln 

 
5.10.3 Herstellung einer Digoxigenin-gekoppelten DNA-Sonde 
Zum Nachweis humaner Zellen sollte mittels der 17�mod PCR eine Sonde hergestellt werden, 
die repetitive Sequenzen des humanen Chromosom 17 detektiert. Hierzu wurde eine 17�mod 
PCR mit menschlicher DNA durchgeführt, wobei der PCR-Ansatz Digoxigenin-gekoppeltes 
UTP enthielt. 
Rezeptur für den PCR-Ansatz: 

- 5 µl 10x  Puffer 
- 200 ng sense Primer 
- 200 ng antisense Primer 
- 1 µl MgCl2 (25 mM) 
- 1 U Taq Polymerase 
- 200 ng humane DNA 
- 5 µl dNTP-Lösung (2 mM dATP; 2 mM dGTP; 2 mM dCTP; 1.3 mM dTTP; 0.7 mM 

Dig-11-dUTP) 
- add 50 µl H20 

Die Sonde wurde anschließend mit dem DNA-Purification Kit von ROCHE aufgereinigt 
 
5.10.4 Kombinierte Immunfärbung des humanen CD45 mit in situ Hybridisierung des 
humanen Chromosom 17 
Um humane Leukozyten in murinen Rezipienten nachweisen zu können, wurde eine 
Antikörperfärbung von Leukozyten mit einer in situ Hybridisierung gegen humanes 
Chromosom 17 kombiniert. Es wurde nach folgendem Protokoll vorgegangen: 

- Leukozyten auf Objektträger zentrifugieren 
- Zellen für 10 min in 95 % Ethanol fixieren 
- Zellen für 30 sec in 70 % Ethanol inkubieren 
- Zweimal mit PBS waschen 
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- Unspezifische Bindungen für 30 min in PBS/1 % BSA / 0.1 % Tween 20 blockieren 
- Antikörper Ziege-anti-human-CD45 1:100 in Blockierungslösung zugeben 
- Über Nacht bei 4 °C in feuchter Kammer inkubieren 
- Dreimal mit PBS waschen 
- Sekundären Antikörper Kaninchen-anti-Ziege-AP 1:100 in Blockierungslösung 

zugeben und für 30 min inkubieren 
- Dreimal mit PBS waschen 
- 1 Fast Red Tablette (ROCHE) in 2 ml 0.1 M Tris-HCl, pH 8.2 lösen 
- Fast Red Lösung auf die Zellen gegeben und 15 min inkubieren 
- Dreimal mit PBS waschen 
- Präparat eintrocknen lassen 
- Mit 4 % PFA für 20 min fixieren 
- Zweimal mit PBS waschen 
- In 100, 90 und 70 % Methanol für jeweils 5 min inkubieren 
- 5 min in Wasser aufnehmen 
- 5 min in PBS aufnehmen 
- für 3 min in TE-Puffer mit 10 ng/µl Proteinase K verdauen 
- Zweimal mit Wasser waschen 
- Mit 4 % PFA für 2 min fixieren 
- Zweimal mit Wasser waschen 
- 4 µl Digoxigenin-gekoppelte Sonde mit 16 µl Hybridisierungslösung mischen und auf 

Zellen geben 
- mit Deckgläschen abdecken und mit Photokleber versiegeln 
- Objektträger für 5 min bei 95 °C inkubieren anschließend bei 37 °C über Nacht 

inkubieren 
- Deckgläschen entfernen und zweimal mit 2x SSC waschen 
- Einmal in 0.1x SSC waschen 
- Zweimal 5 min in PBS inkubieren 
- Antikörper Schaf-anti-Digoxigenin-AP 1:10 in PBS/10% Schafserum/3% Triton X-

100 zugeben und 90 min bei Raumtemperatur inkubieren 
- Dreimal mit PBS waschen 
- NBT/BCIP Lösung ansetzen (50 µl NBT/BCIP + 2.5 ml 100 mM Tris-HCl pH 7.4) 
- NBT/BCIP Lösung auf Zellen geben und für 60 min inkubieren 
- Dreimal mit Wasser waschen 
- Zellkerne mit 1 % DAPI in PBS färben 
- Dreimal mit Wasser waschen 
- Präparate in Einbettmedium eindeckeln 
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