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  Abkürzungsverzeichnis 
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 1. Einleitung 

1.1 Pluripotenz 

    

Pluripotente Zellen aus Maus und Mensch sind wichtige Zelltypen für die 

Grundlagenforschung und zukünftige regenerative Ansätze. Pluripotenz 

bedeutet „zu vielem mächtig“. Pluripotente Zellen haben die Fähigkeit, sich 

in Zellen aller drei Keimblätter (Mesoderm, Endoderm und Ektoderm) zu 

differenzieren. Spezielle Zellen des Prä-Implantationsembryos, davon 

abgeleitete ESCs, sowie aus Reprogrammierungsansätzen gewonnene 

induzierte pluripotente Stammzellen (iPS-Zellen) besitzen pluripotente 

Eigenschaften. Pluripotente Stammzellen zeichnen sich dadurch aus, dass 

sie sich in vitro unbegrenzt erneuern und in fast alle Zelltypen des 

Organismus entwickeln können. Durch eine kleine Zahl von Pluripotenz-

assoziierten Trankskriptionsfaktoren werden pluripotente Stammzellen in 

einem  "naiven Zustand" gehalten.  

 

Es ist möglich, differenzierte Gewebezellen durch die „erzwungene" (Über-) 

Expression von vier TFs, nämlich von  Oct4, Sox2, Klf4 und cMyc, zurück 

in den pluripotenten Zustand zu reprogrammieren. Dadurch gelingt die 

Herstellung von iPS-Zellen, die sehr ähnlich zu embryonalen Stammzellen 

(ESC) sind  (Takahashi & Yamanaka, 2006).  

Eine Methode, die Pluripotenz von ES-Zelllinien nachzuweisen, ist die 

subkutane Injektion von ES-Zellen in eine immunsupprimierte Maus. Falls 

die Zellen pluripotent sind, bilden sich nach einiger Zeit benigne Tumor-

Teratome, die Gewebe aller drei Keimblätter enthalten. 

Um die Pluripotenz von Zellen zweifelsfrei nachzuweisen, müssen spezielle 

Marker (wie Oct4) nachgewiesen werden, deren Expression in 

ausdifferenzierten Zellen abgeschaltet ist. Des Weiteren sollte die 

Differenzierung der iPS-Zellen in vitro, spontan oder induziert, zur Bildung 

von Zelltypen der drei Keimblätter führen.  
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1.2 Teratome 

 

Ein Teratom ist ein Keimzelltumor, der Zellen aller drei Keimblätter - des 

Ektoderms (das Haut und Nerven bildet), Endoderms (für Darm und Leber) 

und Mesoderms (für Muskel und Knorpel) - enthält (Abb. 1.1). Man 

unterscheidet zwischen reifen und unreifen Teratomen (Terenziani et al., 

2015). Reife Teratome können jegliche Art von Geweben, wie z.B. Haare, 

Zähne und Haut, enthalten. Die häufigsten Orte zur Bildung natürlicher 

Teratome sind das Ovar und der Hoden. Seltener entstehen Teratome im 

zentralen Nervensystem, Darm, Pankreas oder im Retroperitonealraum. 

Unreife Teratome enthalten wenig differenziertes epitheliales oder 

mesenchymales Gewebe. Die Pluripotenz von Stammzellen in vivo kann, 

wie oben bereits erwähnt wurde, durch Teratom-Assays nachgewiesen 

werden (Bustamante-Marin, Garness, & Capel, 2013). Dafür injiziert man 

die zu testende Zellpopulation subkutan in Mäuse, in denen sie 

differenzieren und reifen können. Nach einiger Zeit bilden die Stammzellen 

an dem injizierten Ort ein Teratom, welches durch viele Faktoren - wie das 

lokale Milieu, Hormone, Zytokine, Vaskularisierung des Gewebes und noch 

viele weitere unbekannte Faktoren - beeinflusst werden. Nachdem das 

Teratom einige Zeit in der Maus „gereift“ ist, wird die Maus getötet und das 

Teratom entnommen, um es für Genexpressionsanalysen, immun-

histochemische Färbungen oder für histo-pathologische Analysen zu 

verwenden.  

Für die medizinische Forschung sind die Teratom-Assays von großer 

Bedeutung. Es werden große Hoffnungen in die Stammzelltherapie gesetzt, 

indem man sich z.B. verspricht,  bei Querschnittsgelähmten durchtrennte 

Nervenstränge mittels aus ESC-Kulturen erhaltenen Neuronen und glialen 

Zelltypen  funktionell reparieren zu können. Jedoch sind Pluripotentz und 

Tumorgenität eng mit ESCs verbunden. Nicht selten bilden  sich nach 

experimentellen  „Stammzelltherapien“ in den Tiermodellen benigne 

Teratome (Trounson, 2011). In nicht standardisierten experimentellen  

Protokollen reichten allein ca. 250 pluripotente Stammzellen aus, um in 

immun-supprimierten Patienten Tumore entstehen zu lassen (van Haaften et 

al., 2009). Die Transplantationsprotokolle unterschieden sich jedoch sehr 

stark in der Anzahl von injizierten Zellen. In unterschiedlichen Publikation 
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variieren diese von 300 bis 5 Mio. Zellen (Thieme et al., 2013). Des 

weiteren variieren sie hinsichtlich der zu injizierenden Körperregion und auf 

welchen Medien die Zellen gezüchtet wurden, und in vielen weiteren 

Faktoren (van Haaften et al., 2009). Nach jahrelanger Forschung ist es 

gelungen, die ersten Stammzelltherapien in klinische Studien zu überführen  

(Sugita et al., 2015). Es muss jedoch vor Beginn einer jeden 

Stammzelltherapie sichergestellt werden, dass jede zu applizierende 

Stammzelle nicht mehr pluripotent ist. Stammzellen  sollten schon  einen 

gewissen Grad an Differenzierung haben, ansonsten droht die Gefahr von 

Krebsentstehung. Zudem wären Biomarker, welche die Zellfunktion, den 

Differenzierungsgrad und die Migration in vivo angeben, sehr wichtig 

(Goldring et al., 2011). Dazu zählen auch Marker für die Chromatinstruktur 

- wie z.B. DNase I hypersensitive Orte an ausgewählten Genen - und 

Histonmodifikationen. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 
Abb.: 1.1  Bild eines frisch präparierten Maus-Teratoms 

 

 

1.3 Chromatin 

 

Man unterscheidet zwei Arten von Chromatin, Euchromatin und 

Heterochromatin. Beim Euchromatin liegt das Chromatin dekondensiert, 

d.h. weniger dicht gepackt, im Karyoplasma der Zelle vor (Croft et al., 

1999). Dies ist der transkriptionsaktive Anteil der DNA, welcher nach dem 

Ende der Interphase wieder Kondensiert wird. Heterochromatin weist 

 3 cm 
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sowohl in der Inter- als auch in der Metaphase den gleichen 

Verdichtungsgrad auf. Euchromatin ist oft im Zentrum und Heterochromatin 

in der Peripherie des Zellkerns lokalisiert. 

 

Nukleosomen bilden die Grundeinheit des Chromatins. Ein Nukleosom ist 

ein DNA-Protein-Komplex, der aus jeweils zwei Kopien der „core“ Histone 

H2A, H2B, H3 und H4 besteht, um den ein 147 Basenpaare langer DNA-

Abschnitt 1,7 mal gewunden ist. Somit ist die DNA an der Oberfläche der  

Nukleosomen angeordnet und „wickelt“ diese – im gewissen Sinne -  ein. 

Die Nukleosomen können eng gepackt vorkommen und bilden dann 

Fibrillen höherer Struktur, wie das transkriptionell inaktive 

Heterochromatin. 

 

Histone sind  sowohl an der Verpackung der DNA als auch an der 

Regulation der Genexpression und der Kompartimentierung des Genoms in 

Euchromatin und Heterochromatin maßgeblich beteiligt (Martin & Zhang, 

2005). Histone sind basische Proteine, die ausschließlich im Zellkern 

vorkommen. Es sind fünf Histon-Proteine bekannt: H1, H2A, H2B, H3 und 

H4. Diese Proteine lagern sich zusammen, und jeweils ein H3 und H4 

Histon bilden ein H3-H4 Dimer, wie auch H2A und H2B  Dimere bilden. 

Zwei H3-H4 Dimere bilden ein Tetramer, an das sich zwei H2A-H2B 

Dimere anlagern, wodurch Histon-Oktamere entstehen, die - wie bereits 

oben angeführt -  das Grundgerüst des Nukleosoms bilden (Abb. 1.2). Das 

Histon H1 führt durch seine Anordnung zwischen zwei Nukleosomen zu 

einer weiteren Komprimierung (der sog. 30 nm-Faser) (Luger, Mader, 

Richmond, Sargent, & Richmond, 1997). Histone können vor allem an ihren 

N-terminalen Fortsätzen chemisch modifiziert werden. Die am meisten 

untersuchten Modifikationen sind  die Methylierung und die (De-) 

Acetylierung. Über die Phosphorylierung und Ubiquitinierung der Histone 

ist weitaus weniger bekannt (Grant, 2001). Zudem gibt es noch weitere 

Histonmodifikationen, wie die Sumoylierung, Carboylierung und 

Glycosylierung. Damit sind eine Vielzahl von molekularen 

Zellmechanismen wie Replikation, Transkription, DNA-

Reparaturprogramme und Chromosomenkondensation assoziiert 

(Kouzarides, 2007) 
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Abb.:  1.2 Schematische Struktur von Nukleosomen  

(Quelle: http://www.mun.ca/biology) 

Um das Oktamer der „core“-Histone H2A, H2B, H3 und H4 ist die DNA ca. 1,7 mal 

gewunden. An die Linker-DNA, die zwei Nukleosomen verbindet, lagert sich Histon H1 an 

und führt dadurch zur Vernetzung des Chromatins. 

 

 

Die Histon-Acetylierung wird durch Histon-Acetyltransferasen (HATs) 

ausgeführt und findet an Lysinresten der Histone statt. Durch die Anfügung 

von Acetylgruppen kommt es zur Neutralisierung der positiven Ladung der 

Lysine. Dadurch wird der elektrostatische Widerstand zwischen den 

Lysinresten der Histone und der DNA, die negativ geladen ist, verringert. 

Damit wird die Struktur des Chromatins derartig verändert, dass 

Transkriptionsfaktoren (TF) an die DNA binden können. Die Acetylierung 

kann durch die Aktivität von Histon-Deacetylasen (HDACs) wieder 

rückgängig gemacht werden (Grant, 2001).  

 

 

Acetylierte Lysinreste können für Kern-Proteine, die eine Bromodomäne 

aufweisen als Bindungsstelle dienen. Solche Bromodomänen bestehen aus 

ca. 110 Aminosäure-Resten, welche spezifisch acetylierte Lysine von 

Histonen erkennen. Durch diese Bromodomänen kann die Genexpression 

und die Modifikation von Chromation kontrolliert werden. Neuerdings 

konnte nachgewiesen werden, dass Bromodomänen nicht nur acetylierte 
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Lysinreste, sondern auch weitere Histonmodifikationsmuster erkennen 

können (Aziz, Liu, & Dilworth, 2010).   

 

Im Vergleich zur Histon-Acetylierung wird bei der Histon-Methylierung die 

Ladung der Histone nicht verändert, sondern die Affinität gegenüber TFen 

sowie die Hydrophobizität und Basizität der Histone beeinflusst. Histon-

Methylierungen werden durch Histon-Methyltransferasen ausgeführt. 

Histon-Methylierungen können an Lysin- und Arginin-Resten stattfinden. 

An Lysinen können bis zu drei und an Arginin-Resten bis zu zwei 

Methylgruppen hinzugefügt werden.  Wichtige  Kernproteinkomplexe, die 

die Methylierung von Histonen beeinflussen sind die sog. Polycomb 

Proteine. 

 

Polycomb-Proteine spielen eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung 

der Pluripotenz von ES-Zellen. Polycomb-Proteine wurden erstmals für 

Drosophila beschrieben. Sie kontrollieren die Expression von Homeobox 

(Hox)-Genen, die für die Ausbildung der Körperachse von Insekten wie 

auch von Wirbeltieren zuständig sind (Lewis EB et al., 1978).  Mittlerweile 

ist bekannt, dass nicht nur die Hox-Gene durch Polycomb-Proteine (siehe 

Kapitel 1.1) reguliert werden, sondern auch zahlreiche andere Gene, u.a 

Gene, die für TFen kodieren  (Bravo, Frank, Blundell, & Macdonald-Bravo, 

1987). In Säugetieren sind zwei Arten von Polycomb-Proteinkomplexen 

bekannt - Polycomb repressive complex 1 (PCR1) und Polycomb repressive 

complex 2 (Margueron & Reinberg, 2011).  Zwei weitere 

Polycombkomplexe wurden in Drosophila beschrieben – der "PHO 

repressive complex" und "Polycomb repressive deubiquitinase". Ihre 

Funktionweise ist zur Zeit noch nicht ausreichend erforscht (Klymenko et 

al., 2006; Scheuermann, Gutierrez, & Muller, 2012; Simon & Kingston, 

2009).  

Die beiden Polycomb-Proteinkomplexe PCR1 und PCR2 bestehen aus einer 

Reihe von Proteinen, welche verschiedenste Funktionen, u.a. bei der 

embryonalen Entwicklung, ausüben. PCR2 besteht aus vier Unterproteinen: 

EZH1/2, RbAp46/48, EED und SUZ12. PCR1 besteht aus den 

Unterproteinen RING1A/B, zusammen mit MEL18 (PCGF2), BMI1 oder 

NSPC1 PCGF1) (Simon & Kingston, 2009; Whitcomb, Basu, Allis, & 
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Bernstein, 2007). PCR2 kann mit seinen Proteinen DNA-, Histon-, PTM 

und Nc-RNA Bindungen eingehen (Margueron & Reinberg, 2011). Es 

konnte nachgewiesen werden, dass ein Knockout (KO) von  Polycomb-

Unterproteinen (Eed, Ezh2, Suz12 und Ring1B) zur frühen embryonalen 

Sterblichkeit von Mausembryonen führt (Schuettengruber & Cavalli, 2009). 

Zudem sind die Proteine EZH1/2 von PCR2 die einzigen Proteine, welche  

die Di- und Trimethylierung des Lysins an der Aminosäure-Position 27 von 

Histon H3 katalysieren (H3K27me) (Margueron & Reinberg, 2011; 

Schuettengruber & Cavalli, 2009; Simon & Kingston, 2009). Darüber 

hinaus bewahrt die H3K27-Methylierung durch PRC2 vor der Acetylierung 

an dieser Position. Es ist bekannt, dass acetyliertes H3K27 in Abwesenheit 

von PCR2 vermehrt vorliegt (Tie et al., 2009). Da die RNA Polymerase II in 

„großer Anzahl“ in H3K27me3 angereicherten Promotoren verhanden ist, 

können PCR2 und H3K27me3 die Transkription und somit die 

Genexpression  beeinflussen  (Stock et al., 2007; Zhao et al., 2007). PRC2 

hat auch einen großen Einfluß auf die Pluripotenz von ES-Zellen (Boyer et 

al., 2006). Es konnte gezeigt werden, dass ES-Zellen, in welchen der PRC2-

Komplex inaktiviert worden war, undifferenziert bleiben (Obier et al., 2015; 

Pasini, Bracken, Hansen, Capillo, & Helin, 2007; Shen et al., 2008). Die 

Inaktivierung der PRC2-Unterproteine SUZ12 und JARID2 steht in 

Zusammenhang mit einem insuffizienten “gene silencing“ von 

Pluripotenzfaktoren, wie NANOG oder POU5F1 (Landeira et al., 2010; Li 

et al., 2010; Walker et al., 2010).   

Der PRC1-Komplex steht in enger Verbindung mit dem PRC2-Komplex. 

Die CBX-Untereinheit des PRC1-Komplexes bindet spezifisch an 

H3K27me, welches von PRC2 modifizert wurde. Dadurch wird das Histon 

H2Aub1 katalysiert (Ku et al., 2008) . Durch diese 

Histonmonoubiquitinierung wird die Elongation der Transkription durch die 

RNA Polymerase II behindert (Zhou et al., 2008). Nach diesem 

Mechanismus zu urteilen wird zu allererst PRC2 benötigt, um H3K27 zu 

methylieren und anschließend, in der Hierarchie eine Stufe darunter, PRC1, 

das durch Ubiquitinierung der Histone die Transkription hemmt. 

 

Eine wichtige Histon-Methylierung ist die H3K27me3-Methylierung (H3: 

Name des Histons, K: Aminosäure Lysin an Position 27, me: Methylierung, 
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3: drei Methylgruppen). Diese ist mit einer Unterdrückung der Genaktivität 

verbunden (Shpargel, Sengoku, Yokoyama, & Magnuson, 2012). Di- und 

Tri-Methylierungen von H3K27 erfolgen durch einen Faktor des Polycomb-

Komplexes 2 (Boyer et al., 2006).  EZH2 hat eine SET-Domäne, welche für 

die di- und tri-Methylierung von H3K27 zuständig  ist (Margueron & 

Reinberg, 2011). Durch diese Histonmodifikation wird die 

Chromatinstruktur modifiziert, und Gen-Promotoren werden reprimiert 

(Bartova, Krejci, Harnicarova, Galiova, & Kozubek, 2008).  

Lange Zeit dachte man, dass Histon-Methylierungen, im Gegensatz zu den 

Acetylierungen, irreversibel sind. Erst mit der Entdeckung der Lysin-

Spezifischen Demethylase 1, LSD1, hat sich diese Sichtweise grundlegend 

geändert (Kooistra & Helin, 2012).  

 

 

1.4 Die Histon-Demethylase Kdm6a 

 

Gegenwärtig sind 32 Histon-Demethylasen bekannt (Kooistra & Helin, 

2012). Die beiden größten Gruppen sind die LSD (Lysin-Spezifische 

Demetyhlase)-Gruppe und die JMJC (Jumonji)-Gruppe. Die LSD-Gruppe, 

welche als erste Trimethylase beschrieben wurde (Shi et al., 2004) besteht 

aus den LSD 1 (syn. KDM1A, AOF2, BHC110) und LSD 2 (syn. KDM1B 

oder AOF1) Lysin- Demethylasen. LSD1 wird im Prostatakarzinom (Chung 

& Yao, 2012), im undifferenzierten malignen Neuroblastom (Dalgliesh et 

al., 2010), im Östrogen-Rezeptor-negativen Mammakarzinom (Herz et al., 

2012) und im Urothelkarzinom (Issaeva et al., 2007) überexprimiert. Im 

Gegensatz dazu wird LSD1 im Mammakarzinom herabreguliert (Jankowska 

et al., 2011).  

Das Gen für das Enzym LSD2 wird im Urothelkarzinom amplifiziert, so 

dass das LSD2-Protein dort überexprimiert wird (Kondo et al., 2008). Die 

LSD-Enzyme bestehen aus einer „Amin Oxidase Like" (AOL)-Domäne und 

einer SWIRM-Domäne (SWI3, RSC8 und Moira), die einzigartig bei 

Chromatin-assoziierten Proteinen sind. Die katalytische Aktivität der AOL-

Domäne benutzt einen Oxidations-Mechanismus, der vom Co-Faktor FAD 

abhängt. Durch diesen ist es möglich, Methylgruppen von Histon-Lysinen 

zu entfernen. Die SWIRM-Domäne interagiert mit dem Androgenrezeptor. 
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Dadurch kann die Substratspezifität von LSD1 erklärt werden. In LSD2 

interagiert die SWIRM-Domäne mit der AOL-Domäne, die für die 

Demethylaseaktivität notwendig ist. Zusätzlich interagiert die Domäne mit 

der "Glyoxylate Reductase 1" (GLYR1), die einen positiven Einfluss auf die 

Stimulation der Demethylaseaktivität ausübt (Chung & Yao, 2012).  

 

Die zweite große Gruppe der Histon-Demethylasen ist die JMJC-Gruppe. 

Sie besteht aus sieben Untergruppen, welche mit verschiedensten 

Karzinomarten assoziiert sind: JMJD1 ist überexprimiert im malignen 

Kolorektalen Karzinom (Uemura et al., 2010), im Nierenzell-Karzinom 

(Guo, X. et al., 2011) und im Hepatozellulären Karzinom (Yamada, D. et 

al., 2011). JMJD2 wird beim Urothel-Karzinom herunter- (Issaeva et al., 

2007) und beim Mamma-Karzinom hoch-reguliert (M. G. Lee et al., 2007). 

Zudem wird das JMJD2-Gen  beim Ösophagus-Karzinom, beim Mamma-

Karzinom und beim Medulloblastom amplifiziert (Mansour et al., 2012; 

Mar et al., 2012). 

 

Eine weitere große Subgruppe stellen die JMJD3-Histondemethylasen dar, 

welche in Leber-, Pankreas- und Blasenkarzinomen (Miller, Mohn, & 

Weinmann, 2010) und verschiedenen hämatologischen Malignitäten 

(Morales Torres, Laugesen, & Helin, 2013) sowie in Hodgkin Lymphomen  

(Priolo et al., 2012) überexprimiert werden. 

 

Der enzymatische Mechanismus der JMJC-Domänen-Funktion wird durch 

Fe(II) und 2-Oxoglutarat vermittelt, die mit der JMJC-Domäne verbunden 

sind. Durch die Reaktion mit Sauerstoff entsteht hochaktives Fe(IV). Durch 

Fe(IV) wird die Methyl-Lysin-Gruppe hydroxiliert. Diese ist instabil, und es 

entsteht Formaldehyd. Durch diesen Mechanismus können alle drei 

Methylierungen (Mono-, Di- und Trimethylierungen) vollzogen werden. 

 

Kdm6a (auch als UTX bezeichnet) ist eine für die H3K27me2/3 -

Methylierung spezifische Histon-Demethylase (Tie, Banerjee, Conrad, 

Scacheri, & Harte, 2012), die neben den Histon-Methylasen UTY und 

Kdm6b (die auch als JMJD3 bezeichnet wird) eine wichtige Rolle bei der 

embryonalen Entwicklung spielt. Ein Teratom eignet sich sehr gut als 
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Modell, um die Funktion der KDMs in einem in vivo ähnlichen System zu 

untersuchen. Während der ESC-Differenzierung wird die H3K27me2/3 

Methylierung durch Kdm6a herunterreguliert und verhindert somit die Zell-

Differenzierung (C. Wang et al., 2012). Kdm6a hat zudem eine große 

Bedeutung für die Bildung des mesodermalen Keimblatts (Welstead et al., 

2012). Kdm6a  ist auf dem X-Chromosom, UTY auf dem Y-Chromosom 

lokalisiert. Kdm6b hingegen ist auf den Autosomen angeordnet (S. Lee, 

Lee, & Lee, 2012). Alle drei Methylasen gehören der JMJC-Familie an, 

deren Mitglieder eine wichtige Rolle bei der Chromatin- und somit 

Transkriptions-Regulation spielen (Issaeva et al., 2007).  

 

Besonders der Verlust des Kdm6a-Gens hat große Auswirkungen auf die 

murine Embryogenese. Es kommt zu Neuralrohrdefekten, Fehlbildungen 

des Herzens sowie zu  einem verminderten Wachstum des Embryos 

(Welstead et al., 2012). UTY ist ca. 96% identisch zu UTX, aber nur ca. 

80% zu Kdm6b. Zusammen mit UTX interagiert UTY mit T-Box Proteinen 

(Miller et al., 2010; Seenundun et al., 2010) und spielt eine wichtige Rolle 

bei der Regulation von Genen (z.B. bei der Fnbp1 Expression), die an der 

mesodermalen Entwicklung beteiligt sind (Shpargel et al., 2012; C. Wang et 

al., 2012). Lange ging man davon aus, dass UTY ein inaktives KDM-Enzym 

ist. Aber durch biochemische Studien konnte gezeigt werden, dass UTY 

durchaus ein aktives KDM-Enzym ist, auch wenn seine Aktivität deutlich 

geringer als die von Kdm6a und Kdm6b ist. Es ist durchaus möglich, dass 

UTY - zusätzlich zu den Histonen - mit weiteren Proteinen reagiert. Es 

wurde in Studien gezeigt, dass die Lysin-Methylierung bzw. 

Demethylierung von Nicht-Histon-Proteinen durch UTY eine wichtige 

Rolle bei verschiedenen regulatorischen Prozessen (die z.B. durch p53 und 

NF-κB gesteuert werden) spielt (Shpargel et al., 2012). Außerdem konnte 

beobachtet werden, dass ein „Knockdown“ von UTY mit einem erhöhten 

Risiko für kardiovaskuläre Erkrankungen männlicher Individuen assoziiert 

ist (Terashima et al., 2010). 
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1.5 Ziel und Aufgabenstellung der Arbeit 

 

Die Zielstellung dieser Arbeit war es, den Einfluss der Histon-Demethylase 

Kdm6a (UTX) auf die Genexpression und auf die Differenzierung von 

Teratomen zu untersuchen. Dazu wurden zunächst histologische 

Untersuchungen von murinen Teratomen, die nach Injektion von ES-Zellen 

in die Leistengegend von Mäusen erhalten wurden, durchgeführt. In diesen 

Teratomen wurde die Expression des Kdm6a-Gens entweder durch sh-RNA 

- „Knockdown“ (KD) stark gehemmt oder durch einen „Knockout“ (KO) 

vollständig unterdrückt. Schließlich wurden die Veränderungen in der 

Genexpression durch "real-time" PCR-Assays bestimmt. Als wichtigstes 

Resultat fanden wir, dass durch den Verlust bzw. die Abnahme der Kdm6a-

Aktivität die Transkription der Pluripotenz-Gene Pou5f1/Oct4, Sox2 und 

Nanog stark in Teratomen gehemmt wird.  

 

 

  

 

 

 2. Material und Methoden 

 2.1 Material: Zellen und Mäuse zur Teratombildung 

 

Für die Inaktivierung des Kdm6a-Gens in ES-Zellen wurden EUCOMM 

Zellen verwendet, die ein modifiziertes Kdm6a-Gen besitzen. In das 

modifizierte Kdm6a-Gen sind zwei loxP Cre- Erkennungssequenzen 

eingefügt, die das Exon 3 des Gens flankieren. Damit kann Exon 3 mittels 

des Cre-Enzyms herausgeschnitten und das Gen inaktiviert werden, da aller 

Wahrscheinlichkeit nach instabile Kdm6a-Transkripte bzw. -Proteine 

gebildet werden, die keine Funktion besitzen. Darüber hinaus besitzt das 

modifizierte Kdm6a-Gen ein neo-Resistenzgen, das in Analogie zu Exon 3 

durch zwei FRT (flippase recombination target) ‚sites‘ flankiert wird. Somit 

kann das Resistenzgen mit Hilfe der Flip-Rekombinase (von 

Saccharomyces) deletiert werden. 

 

In unserem Falle wurde ein pCAG-CreERT2 System benutzt, womit eine 
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Tamoxifen-induzierbare Cre-Rekombinase exprimiert wird. Dadurch kann 

das Kdm6a-Gen durch Tamoxifengabe in KDM6a F-loxP ES-Zellen  

inaktiviert werden (siehe Abb. 2.1). 

 

Des weiteren kann die Kdm6a Expression durch Nutzung einer shRNA 

(Small hairpin RNA) vermindert werden. Mittels eines Plasmids wurde die 

shRNA durch Transfektion in die Zellen eingeschleust.   

Zur Erzeugung der Teratome wurden 106 Wildtyp-V6.5 ES-Zellen bzw. 

V6.5 ES-Zellen mit dem genetisch modifizierten Kdm6a-Gen in die 

Leistengegend von NOD.SCID Mäusen injiziert. Nach der Bildung der 

Teratome innerhalb von zwei Wochen wurden die Teratome präpariert. Die 

eine Hälfte des Teratom-Materials wurde zur Anfertigung von 

Gefrierschnitten aufbereitet, die andere Hälfte wurde für 

molekularbiologische Assays schockgefroren. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 Abb. 2.1  Struktur des genetisch modifizierten Kdm6a-Gens, das in dieser Arbeit in die 

verwendeten V6.5 ES Zellen eingeschleust wurde.  

Die kaminroten Kästchen markieren Exons des Kdm6a-Gens. Blau sind als Dreiecke die 

beiden loxP-‚sites‘ dargestellt, die das Exon 3 flankieren; grün sind FRT (flippase 

SA-βgal- 
neo-pA 

FRT FRT 
loxP loxP 

Exon 3 

50% splice event 

50% splice event 

Kdm6a F-loxP 
 

+Cre 

100% splice event 

SA-βgal-
neo-pA 

FRT FRT 
loxP 

Exon 4 

Kdm6a F-Δ 
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recombination target)-‚sites‘ dargestellt, die ein neo-Resistenzgen flankieren. Durch die 

‚site-specific recombination’ entstanden ES-Zellen mit einer hypomorphen (= 

herabgesetzten) Expression eines Kdm6a-Allels. 

Durch das Einbringen der bakteriellen Cre-Rekombinase (+Cre) kann das Exon 3 

herausgeschnitten und das  Kdm6a-Gen inaktiviert werden. Gleichfalls kann mittels der 

Flp-Rekombinase das neo-Resistenzgen herausgeschnitten werden. 

J. Kampka (Dissertation, 2014) 

  

 

2.2  Methoden  

2.2.1 Histochemische Färbungen 

2.2.1.1 H & E Färbungen von Gefrierschnitten 

 

Für die Darstellung der Gewebestrukturen wurden Gefrierschnitte (die von 

Frau Doris Heim aus der AG Müller angefertigt wurden) mit H & E gefärbt. 

Nach dem Trocknen der Gefrierschnitte (eine Stunde bei Raumtemperatur) 

wurden diese 10 min in destilliertem Wasser gewaschen, 5 min in 

Hämatoxylin-Lösung (mod. nach Gil III, im sauren Milieu) gefärbt, 5 min in 

Leitungswasser gewaschen und 30 sec mit Eosin (ca. 0,1 % Eosin in 95 % 

Alkohol) gefärbt. Die Präparate wurden kurz mit destilliertem Wasser 

gewaschen und anschließend in einer aufsteigenden Alkoholreihe (eine 

Minute in 70 % igem Alkohol, drei mal zwei min in 100% igem Alkohol) 

und dann in 100 % Xylol 6 min (mit einem 100 % Xylol Zwischenschritt) 

überführt. Schließlich wurden die gefärbten Gefrierschnitte in Vitro-Clud 

(R. Langenbrinck, Labor- und Medizintechnik) als Dauerpräparate 

angefertigt. 

 

 

2.2.1.2 Immunhistochemische Färbungen PCNA/SSEA-1 

 

Die immunhistochemischen Färbungen von PCNA und SSEA-1 wurden mit 

Paraffinschnitten von Teratomen durchgeführt. Diese wurden mittels 2 x 10 

min Xylol-Inkubation, 3 x 100 % Alkohol, 1 x 70 % Alkohol (jeweils 5 

min) und 1 x 5 min Leitungswasser entparaffiniert. 

 

Die Schnitte wurden in Plastikküvetten in 10 mM Natriumzitrat-Puffer (pH 
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6.0) mehrmals – insgesamt 23 min - kurz aufgekocht.  

Nach dem Aufkochen wurde der Natriumzitrat-Puffer allmählich (innerhalb 

von 15 min) durch Leitungswasser ersetzt. Anschließend wurden die 

Schnitte dreimal 10 min in PBS,  0,1% Triton X-100 gewaschen und 

anschließend „blockiert“. Die Blockierlösung bestand aus 5 % Ziegenserum 

(50 ml Ziegenserum in 1 ml PBS) und 0,1 % Triton X-100 (0,5 ml Triton X-

100 in 500 ml PBS). Je 100 ml der Blockierlösung wurden auf ein Präparat 

pipettiert, und die Präparate wurden eine Stunde bei Raumtemperatur in 

einer feuchten Kammer inkubiert.  

 

Schließlich wurden die AK-Färbungen durchgeführt. Dazu wurden 100 µl 

des ersten AK (bei der PCNA-Färbung: BD Pharmingen 555566, 1:1000, 

ein monoklonaler Maus-AK; bei der SSEA-1-Färbung: BioLegend 125604, 

1:500, ein monokloner Maus-AK) auf das Präparat pipettiert und über Nacht 

bei 4° in einer feuchten Kammer inkubiert. Anschließend wurden die 

Präparate 4 mal 10 min in PBS gewaschen. Es folgte die Inkubation mit je 

100 ml des zweiten AK (Ziege-Cy3, anti-Maus, 1:200) zwei h bei 

Raumtemperatur in einer feuchten Kammer. Danach wurden die Präparate 

drei mal 10 min in PBS gewaschen und 10 min mit DAPI (Stocklösung: 

500µg/ml in 1x PBS) zur Darstellung der Zellkerne gefärbt. Es folgte 

Waschen mit PBS (ein mal fünf min) und mit destilliertem H20. Schließlich 

wurden die Präparate in Mowiol eingebettet und eingedeckelt. 

 

Für die Negativ-Kontrolle wurde der erste AK weggelassen und nur der 

zweite AK verwendet. 

 

 

2.2.1.3 Darstellung apoptotischer Zellen durch TUNEL-Färbung 

 

Um die apoptotischen Zellen in den Gewebeschnitten nachzuweisen und zu 

quantifizieren wurde das „DeadEnd Fluorometric TUNEL System“ 

(Promega, G3250) Kit verwendet. Zuerst wurden die Schnitte ent-

paraffiniert und 2 x mit je 5 min in Xylol gewaschen. Anschließend in 100 

% Alkohol 5 min gewaschen und in einer absteigenden Alkoholreihe (100 

%, 95 %, 85 %, 70 %, 50 %) je 3 min dehydriert, danach jeweils 5 min in 
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0,85 % NaCl und in PBS gewaschen. Nachdem die Schnitte ent-paraffiniert 

waren, wurden die Schnitte in 4 % Formaldehyd in PBS 15 min fixiert und  

5 min in PBS gewaschen. Danach wurden pro Schnitt 100 µl einer 

Proteinase K-Lösung (20 µl/ml) aufgetragen, und 10 min bei 

Raumtemperatur inkubiert, anschließend wieder 5 min in PBS gewaschen. 

Die Schnitte wurden nochmals 15 min mit 4 % Formaldehyd in PBS fixiert 

und 5 min in PBS gewaschen. Für eine Positiv-Kontrolle wurden pro 

Präparat 100 µl DNase I Puffer hinzugegeben und 5 min inkubiert. 

Anschließend wurden pro Schnitt 100 µl eines DNase I Puffers, welcher 5.5 

– 10 Einheiten/ml DNase I enthält (Promega, Cat. # M6101), aufgetragen 

und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die verbliebene DNase I Lösung 

wurde 3-4 x durch Waschen in deionisiertem Wasser entfernt. Anschließend 

wurde mit der Positiv-Kontrolle so verfahren wie mit den restlichen 

Schnitten.  

Bei der Negativ-Kontrolle wurde das Enzym rTdT weggelassen. 

Nun wurden pro Präparat 100 µl eines „Equilibration“ - Puffers 15 min bei 

Raumtemperatur aufgetragen. Anschließend wurden pro Präparat 50 ml 

eines rTdT Reaktionsmix aufgetragen und  60 min bei Raumtemperatur in 

einer dunklen, feuchten Kammer inkubiert. Danach wurden die Schnitte mit 

2 X SSC Puffer 15 min behandelt. Schließlich wurden die gefärbten 

Schnitte jeweils 3 Mal mit PBS 5 min gewaschen, danach mit DAPI (Konz: 

1:50 in PBS) behandelt, 5 min in PBS und kurz mit Leitungswasser 

gewaschen. Die fertigen Färbungen wurden dann in Mowiol eingebettet. 

 

 

2.2.1.4 Auswertung der Immunfluoreszenzfärbungen 

 

Um die Frequenz von PCNA/SSEA-1 positiven Zellen auswerten zu können 

wurden pro Gewebefärbung je 20 zufällige Bildausschnitte unter dem 

Mikroskop bestimmt. Mittels der Bildbearbeitungssoftware "Rita" wurden 

die PCNA- bzw. SSEA-1 Immunfluoreszenzbilder über die DAPI-Färbung, 

welche in jeder lebenden Zelle den Zellkern färbt, transparent 

übereinandergelegt. Wenn DAPI und PCNA bzw. SSEA-1 positive  Zellen 

deckungsgleich waren wurden diese in der Auszählung erfasst. Die DAPI 

pos./PCNA pos. Zellen wurden ausgezählt und im Bezug zu den DAPI 
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pos./PCNA neg. Zellen in Relation gestellt, ausgewertet und in Prozent 

angeben (Abb. 3.3 und 3.4). Im Gegensatz zu den PCNA pos. Zellen, 

welche PCNA im Zellkern expremieren, wird bei SSEA-1 pos. Zellen 

SSEA-1 im Zytoplasma und Zelloberfläche/Zellmembran exprimiert. Aus 

diesem Grund wurde bei den SSEA-1 Zellen die Gesamtfläche der SSEA-1 

pos. Zellverbände vermessen und in Relation zur Gesamtfläche in Prozent 

gestellt (Abb. 3.5 und 3.6). 

 

 

2.2.2 RNA Isolierungen 

 

Das in RNAlater (Qiagen) - einem RNA Stabilisierungs- Reagenz - 

aufbewahrte Teratommaterial wurde in peqGOLD RNAPureTM (peqlab) 

überführt. 100 mg Teratomgewebe wurden in 2 ml peqGold homogenisiert. 

Danach wurden 0,2 ml Chloroform hinzugefügt. Nach einer Inkubation - 10 

min auf Eis - wurden die Proben 5 min bei 12.000 x g zentrifugiert, um eine 

Phasentrennung zu erreichen. Nach der Zentrifugation wurde die obere, 

wässrige Phase vorsichtig abgenommen und ein gleiches Volumen von 

Isopropanol hinzugegeben. Nach gutem Mischen wurde die RNA bei 4°C 

15 min präzipitiert. Die Lösung wurde bei 12.000 x g und 4°C zentrifugiert, 

wodurch sich die RNA als Präzipitat auf dem Boden des Zentrifugen-

Röhrchens absetzte. Der Überstand wurde vorsichtig abgenommen, und das 

RNA Pellet wurde zwei Mal mit je 1 ml 70 % igen Alkohol gewaschen. 

Schließlich wurde das gewaschene RNA-Pellet an der Luft getrocknet und 

in DEPC-behandeltem Wasser aufgenommen. Danach wurde die RNA 

Konzentration im Photometer bestimmt. 

 

 

2.2.3 Elektrophoretische Trennungen der RNA und Bestimmung der RNA-

     Qualität 

 

Um die erhaltene RNA bezüglich ihrer Qualität zu beurteilen, wurde diese 

auf Agarosegel aufgetrennt. Zur Herstellung 1,5 % iger Agarosegele wurden 

3 g Agarose (NeoUltra, Roth, Cat. # 2667.4) mit 197 ml TAE-Puffer 

gemischt und in der Mikrowelle bei 800 Watt kurz aufgekocht. 
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Anschließend wurden in die Suspension 6 ml 1% Ethidiumbromid-Lösung 

(Carl Roth, Cat. # 2218.2) hinzugegeben und mit einem Magnetrührer 

vermischt. Nun wurde die 1,5% ige Agaroseflüssigkeit in einen Geltrog 

gegossen, der mit einem 20 zahnigen Taschenkamm versehen ist. Nachdem 

die Flüssigkeit zu einem Gel erstarrte und der Taschenkamm entfernt 

worden war, wurden in die erste Geltasche 6 µl eines „RNA Ladder – 

GeneRuler 1 kb RNALadder Plus“ (Fermentas, Cat. # SM1331/2/3) 

aufgetragen, der als Molekulargewichtsmarker diente. Nun wurden die 

jeweiligen RNA Proben – immer 6 µl RNA mit 1 µl eines „6x DNA 

Loading Dye“ Puffers (Cat. # R0611, Fermentas) - gemischt, bevor diese in 

die jeweiligen Geltaschen appliziert wurden. Nachdem alle Proben auf das 

1,5 % Agarose Gel aufgetragen wurden, wurde das Gel in eine 

Elektrophoresekammer gelegt, die mit TAE-Puffer gefüllt war. Nach 

Anlegen einer Spannung von 120 V erhält man nach ca. 30 min ein 

spezifisches Bandenmuster auf dem Gel. Das Gel wurde anschließend auf 

einen UV-Lichtkasten gelegt und bei einer Wellenlänge von 360 nm 

photografiert. 

 

Die RNA-Banden werden aufgrund des in dem Aggarosegels enthaltenen 

Ethidiumbromids durch Emission des Fluoreszenzlichtes sichtbar. Die 

beiden starken Banden ribosomaler RNA (von 28S und 18S)  zeigen - bei 

relativ geringer Hintergrundfärbung - an, dass die RNA-Präparationen intakt 

sind, d.h. während der Präparation wenig Abbau stattfand. Abgebaute RNA 

(oder Verunreinigungen) lassen sich durch die Bande, die mit der 

Pufferfront wandert, erkennen. In dieser Bande sind auch die tRNAs und 5S 

rRNA zu finden, die durch Benutzung eines höher prozentigen Gels (von 2 

% Agarose und mehr) von der Lauffront abgetrennt werden können. Spuren 

hochmolekularer DNA sind in den Taschen liegen geblieben und nicht in 

das Gel eingewandert. 
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Abb. 2.2 Bandenmuster intakter RNA aus Teratomen nach elektrophoretischer 

Trennung in einem 1.5 %igen Agarosegel.  
Pro Gelspur wurden 4 µl RNA aufgetragen. Die erste Gelspur  

enthält 6 µl eines 1kb Molekulargewichtsmarkers (M). 

 

 

2.2.4 cDNA-Synthese 

 

 Die cDNA-Synthese wurde mit dem ‚First Strand cDNA Synthesis Kit’ 

(Thermo Scientific, Cat. # 1612) durchgeführt. Pro Eppendorf-Röhrchen 

wurden 1 µg RNA, 1 µl 10 X ‚reaction buffer‘ mit MgCl2, 7 µl DEPC-

Wasser und 1 µl DNase I hinzugegeben und nach sorgfältigem Mischen und 

Vortexen bei 37°C 30 min inkubiert. Dann wurden 2 µl 25 mM EDTA 

hinzugefügt, und es wurde 10 min bei 65°C erhitzt. Nach dem Abkühlen 

wurde ein „random hexamer primer“ (0,2 mg/ml) dazu pipettiert und 5 min 

zentrifugiert. Anschließend wurde das Reaktionsgemisch 5 min auf 70°C 

erhitzt und danach auf Eis gelegt. Nun wurden pro Eppendorf-Röhrchen 4 

µl 5x Reaktionspuffer, 1 µl „RiboLock“ Ribonuklease Inhibitor (20 u/ml) 

und 2 µl 10 mM dNTP Mix dazugegeben. Dies wurde gevortext, 

zentrifugiert und 5 min bei 25°C inkubiert. Dann wurden pro Eppendorf-

Röhrchen 2 µl M-MuLV reverse Transkriptase (20 u/ml) hinzugefügt. 

Schließlich wurde das Reaktionsgemisch bei 25°C 10 min inkubiert, danach 

37°C bei 60 min und am Ende 10 min bei 70°C. 

 Die Negativ-Kontrollen wurden ohne M-MuLV reverse Transkriptase 

hergestellt. 

 

 

 

5 kb -  

1,5 kb -  
- 18S rRNA ca. 1,9 kb 

- 28S rRNA ca. 4,7 kb 

M 
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2.3 Real Time PCR-Assays 

 

 Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient der schnellen Vervielfältigung 

von DNA-Fragmenten. Mit der PCR kann man kleine Mengen DNA mit 

spezifischer Sequenz in kurzer Zeit so oft amplifizieren, dass man DNA 

Mengen erhält, die im Labor weiter untersucht und z.B. sequenziert werden 

können.   

 PCR-Assays bestehen aus drei sich wiederholenden Schritten: 

 1.) Denaturierungsschritt: Der Reaktionsmix (bestehend aus DNA-

Molekülen, Primern, Polymerase und Nukleotiden) wird auf 95°C erhitzt. 

Durch dieses Erhitzen wird die DNA denaturiert und ihre beiden 

komplementären Stränge trennen sich voneinander. 

 2.) Hybridisierungsschritt: Nun wird die Temperatur auf 55°C reduziert. 

Dadurch verbinden sich die Primer mit der DNA. DNA und Primer-

Abschnitt müssen komplementär sein.  

 3.) Elongationsschritt: Bei diesem letzten Schritt wird die Temperatur auf 

72°C erhöht. Dadurch bauen die Polymerasen weitere Nukleotide in die 

DNA-Stränge ein. 

 Da sich diese drei Schritte ständig wiederholen (normalerweise 30x – 40x), 

verdoppelt sich jedes Mal pro Zyklus die Anzahl der DNA-Moleküle. 

 Die Temperaturangaben entsprechen dem Standardprotokoll, welches 

vielfach abgewandelt werden kann. 

 

 In dieser Arbeit wurde mit einem abgewandelten Protokoll gearbeitet, da die 

Primer eine andere ‚annealing‘ Temperatur besitzen. Diese hybridisieren bei 

60°C mit der DNA. 

 Die verwendete RT-PCR Maschine war eine 72-Well RT-PCR ’Rotor-Gene, 

RG-3000’ von Corbett Research. 

 

 

Für die RT-PCR-Analyse wurden Primer für folgende Gene verwendet: 

Ektodermale Marker: Pax5, Nes (Nestin) 

Endodermale Marker: Gata4, Gata6, Foxa2, Sox17 

Mesodermale Marker: Fgf5, T (brachyury), Kdr (Flk1) 

Pluripotente Marker: Oct4 (Pou5f1), Sox2, Nanog 
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Kontrollprimer: Utx (Kdm6a), Kdm6b, Uty 

Housekeeping-Primer: Rpl4, Rps29 

 

Die Sequenzen der Primer sind in unten angeführter Tabelle dargestellt. 

 

Bestandteile des RT-PCR Mixes: 

1 µl cDNS 

1 µl F-Primer 

1 µl R-Primer 

7 µl DEPC-Wasser 

10 µl „SYBR Green“ (Qiagen, Cat. # 204143) 

 

 

 

 Bestandteile der verwendeten Puffer: 

Name des Puffers Bestandteile 
TAE-Puffer 0,04 M Tris 
  0,02 M Essigsäure 
  0,001 M EDTA 
  pH 8.0 
Natrium-Zitrat-Puffer 9 ml Stammlösung A:  
  0,1 M Zitronensäure  
  (19,2 g Zitronensäure in 1 l H20) 
  41 ml Stammlösung B:  
  0,1 M Natrium-2-Hydrat  
  (29,4 g Natrium-2-hydrat in 1 l  H20) 
  450 ml destilliertes H20  
PBS-Puffer 8 g/l NaCl 
  0.2 g/l KCl 
  1.15 g/l Dinatriumhydrogenphosphat 
  0.2 g/l Kaliumdihydrogenphosphat 
  pH 7.4 
2x SSC-Puffer 0,6 M NaCl 
  60 mM Natriumcitrat 
  pH 7,2 
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Primernamen und Sequenzen: 

 

Name Sequenz 
Pax5 FW: 5'-GAA CTT GCC CAT CAA GGT GT -3' 
  RV: 5'-TGT CCG AAT GAT CCT GTT GA-3' 
Nes (Nestin) FW: 5'-CAGAGAGGCGCTGGAACAGAGATT-3' 
  RV: 5'-AGACATAGGTGGGATGGGAGTGCT-3' 
Gata4 FW: 5'-CCC TAC CCA GCC TAC ATG G -3' 
  RV: 5'-ACA TAT CGA GAT TGG GGT GTC T-3' 
Gata6 FW: 5'-TTGCCTCCGGTAACAGCAGTG-3' 
  RV: 5'-GTGGTCGCTTGTGTAGAAGGA-3' 
Foxa2 FW: 5'-TAG CGG AGG CAA GAA GAC C -3' 
  RV: 5'-CTT AGG CCA CCT CGC TTG T-3' 
Sox17 FW: 5'-GATGCGGGATACGCCAGTG-3' 
  RV: 5'-CCACCACCTCGCCTTTCAC-3'  
T (brachyury) FW: 5'-CAGCCCACCTACTGGCTCTA-3' 
  RV: 5'-GAGCCTCGAAAGAACTGAGC-3' 
Kdr (Flk1) FW: 5'-TTT GGC AAA TAC AAC CCT TCA GA-3' 
  RV: 5'-GCA GAA GAT ACT GTC ACC ACC-3' 
Fgf5 FW: 5'-GAA GCG TCT CAC TCC CGA AG-3' 
  RV: 5'-GAA GAA AAC GTC GCG CTA CT -3' 
Oct4 (Pou5f1) FW: 5'-AGGCCCGGAAGAGAAAGCGAACTA-3'  
  RV: 5'-TGGGGGCAGAGGAAAGGATACAGC-3' 
Nanog FW: 5'-TCTTCCTGGTCCCCACAGTTT-3' 
  RV: 5'-GCAAGAATAGTTCTCGGGATGAA-3' 
Sox2 FW: 5'-GCGGAGTGGAAACTTTTGTCC-3' 
  RV: 5'-CGGGAAGCGTGTACTTATCCTT-3' 
Utx (Kdm6a) F: 5'-GGAAGCCACAGCTACAGGAG-3' 
  RV: 5'-CCACCAGGAACCAGTCAAGT-3' 
Uty FW: 5'-ATAGTGTCCAGACAGCTTCA-3' 
  RV: 5'-GAGGTAGGAATACGTAAGAA-3' 
Kdm6b FW:  5'-GGAAGCCACAGCTACAGGAG-3' 
  RV: 5'-CCACCAGGAACCAGTCAAGT-3' 
Rpl4  
(Housekeeping gene) FW: 5'-TTGGGTTGTATTCACTCTGCG-3'  
  RV: 5'-CAGACCAGTGCTGAGTCTTGG-3' 
Rps29  
(Housekeeping gene) FW: 5'-GTCTGATCCGCAAATACGGG-3' 
  RV: 5'-AGCCTATGTCCTTCGCGTACT-3' 
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3. Ergebnisse 

3.1 Histologie der Teratome 
 

Als erste experimentelle Aufgabe sollte die Gewebsbildung von Teratomen, 

in denen die Expression des Kdm6a-Gens deutlich gehemmt war, bestimmt 

werden. Es ist bekannt, dass bei Inaktivierung des Kdm6a-Gens die 

mesodermale Gewebebildung wesentlich beeinflusst wird (C. Wang et al., 

2012). Teratome sind - wie bereits in der Einleitung ausgeführt wurde - 

Keimbahntumore, die sich nach Injektion von  ES-Zellen in die Maus bilden 

und in denen Gewebe der drei Keimblätter nachweisbar sind (Bustamante-

Marin et al., 2013). In dem Experiment wurden 106 ES-Zellen in die 

Leistengegend von NOD.SCID-Mäusen subkutan injiziert, woraufhin sich 

Teratome bildeten. Diese wurden anschließend histologisch, 

immunohistochemisch und zur Durchführung von Genexpressionsanalysen 

aufgearbeitet.  

 

Es wurde nach morphologischen Merkmalen die Bildung der 

unterschiedlichen Gewebe an Teratom-Schnitten nach HE-Färbung 

bestimmt. Dazu wurden die histologischen Schnitte mikroskopisch 

inspiziert, und die häufigsten Gewebeformationen – Knorpel, Drüsen und 

Muskel – prozentual im Hinblick auf die Gewebegesamtfläche bestimmt. 

Insgesamt wurden vier unterschiedliche Typen von Teratomen untersucht. 

Diese entstanden aus Wildtyp-ES-Zellen (WT-ESC) bzw. aus ES-Zellen, in 

denen die Expression des Kdm6a-Gens mittels 1.) Einbringung eines UTX 

F-loxP Konstrukts (das auch als Kdm6a F-loxP Konstrukt oder SA-βgal-

neo-pA-Kassette bezeichnet wird: siehe Abb. 2.1), 2.) durch „sh-RNA-

Knockdown“ oder 3.) durch einen vollständigen Knockout unterdrückt 

wurde. Bei allen Mäusen, denen diese manipulierten ES-Zellen injiziert 

wurden, entwickelten sich Teratome. 

 

Abgesehen von Gewichtsunterschieden zwischen den Teratomen, die aus 

Wildtyp-ES-Zellen entstanden und aus den Teratomen manipulierter ES-

Zellen (die Wildtyp-Teratome waren deutlich leichter als die der 

manipulierten ES-Zellen), wurden keine wesentlichen Unterschiede in der 

Teratom-Bildung festgestellt. Befunde dieser histochemischen HE-
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Färbungen sind in Abb. 3.1 dargestellt. Sie zeigen, dass sich sowohl nach 

Injektion von Wildtyp-ES-Zellen als auch von ES-Zellen mit verminderter 

Kdm6a-Expression in den Teratomen Gewebe des Endoderms (Drüsen), 

Ektoderms (Neurone) und Mesoderms (Muskel und Knorpel) bildeten.  

 

 
 Abb. 3.1 Beispiel von Gewebetypen in Teratomen aus ES V6.5-Zellen unter 

”Knockdown“- bzw. ”Knockout“-Bedingungen des Kdm6a-Gens. (Teratomalter 14 

Tage, Schnittdicke 20 µm, N gesamt: 6 Wildtyp (wt), 2 Knockout-first (UTX F-loxP), 3 

Knockdown (UTX KD), 8 Knockout (UTX F-Δ)). 

 

 Gezeigt sind HE-Färbungen histologischer Schnitte von Teratomen, die nach Injektion von 

ES-Zellen in murinen Rezipienten entstanden.  

  

 

Eine Quantifizierung der Frequenzen der unterschiedlichen Gewebstypen in 

Prozent pro Fläche ist in Abbildung 3.2 dargestellt. Sie zeigen auf der Ebene 

der Gewebsbildung z. T. deutliche Unterschiede zwischen WT und Kdm6a 

Verlustmutanten. Diese wurden besonders deutlich zwischen Teratomen, die 

nach Injektion von Wildtyp-ES-Zellen bzw. nach Injektion von KDM6a-

KO-ESC festgestellt wurden (siehe Abb. 3.2). Die beobachteten 

Unterschiede sind zwischen Wildtyp (WT) und KO signifikant. Es wurden 6 

25µm 
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Wildtyp (wt), jeweils 3 „Knockdown“-Teratome (UTX-F-loxP bzw. UTX 

KD) und 8 „Knockout“- Teratome (UTX F-Δ) untersucht.  

 

 

 
 Abb. 3.2 Gewebetypen in Prozent pro Fläche in Teratomen, in denen die 

Expression des Kdm6a-Gens durch Einbringung der SA-βgal-neo-pA-Kassette (UTX 

F-loxP) oder einer sh-RNA (UTX KD) deutlich reduziert bzw. durch einen kompletten 

„Knockout“ (UTX F-Δ) inaktiviert wurde.  

 Experimente mit drei Teratomlinien sind dargestellt. 

 

WT (N=6): Gewebetypen in Teratomen, in denen das Kdm6a-Gen als Wildtyp vorlag.  

UTX F-loxP (N=3): Gewebe in Teratomen, in denen die SA-βgal-neo-pA-Kassette (siehe 

Abb. 2.1) eingeführt wurde und dadurch die Kdm6a-Expression supprimiert wurde. 

UTX KD (sh-RNA) (N=3): Gewebe in Teratomen in denen mittels einer sh-RNA die 

Kdm6a-Expression deutlich reduziert wurde. 

UTX F-Δ (N=8): Gewebe in Teratomen, in denen durch ein Knockout die Expression des 

Kdm6a-Gens vollständig unterdrückt wurde. 

(p-value: *  p ≤ 0,05  **  p ≤	0,01) 

 

 

Die deutlichsten Unterschiede in der Gewebsbildung von Teratomen, die 

nach Injektion von WT-ESC bzw. KO-ESC entstanden, zeigten sich in der 

Bildung von mesodermalem Gewebe. Im Vergleich zu Wildtyp-ES-Zellen 

wurde Muskelgewebe signifikant geringer in „Knockout“-ES-Zellen 

gebildet . 
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Justyna Kampka stellte fest, dass „Knockout“-Teratome wesentlich größer 

waren als vergleichbare Wildtyp-Teratome (Justyna Kampka, Dissertation: 

„Funktionelle Analyse der Histon-Demethylase UTX in hämatopoetisch 

differenzierenden murinen ES-Zellen“). Aus diesem Grund untersuchte ich 

das Apoptose- und Proliferationsverhalten auf zellulärer Ebene mittels 

Immunfluoreszenz-Färbungen sowie die Expression von 

Pluripotenzmarkern, die auf das Vorhandensein pluripotenter Zellen in 

Teratomen schließen lassen. Die funktionelle Relevanz der Manipulation 

der Kdm6a Expression in ES-Zellen wurde auf molekularer Ebene mittels 

Quantitative Real-Time (RT) PCR Assays bestimmt. Die Ergebnisse dieser 

Untersuchungen werden in den Abschnitten 3.2-3.5 dargestellt. 

   

 

3.2 Frequenz apoptotischer Zellen innerhalb der Teratome 

 

Um den Einfluss der Hemmung der Kdm6a-Expression auf das 

Apoptoseverhalten von Teratomzellen zu untersuchen, wurden diese mittels 

der TUNEL (TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling) – Methodik 

analysiert. Als Positiv-Kontrolle dienten Paraffin-Schnitte von Teratomen, 

die mit DNase I behandelt wurden (siehe Färbungen in Abb. 3.3, links). 

Dadurch entstehen „nicks“ in der Kern - DNA, die ein Merkmal 

apoptotischer Zellen sind. Als Negativ – Kontrolle dienten Präparate, die 

nicht mit dem Enzym rTdT inkubiert wurden. Unsere Analysen zeigen, dass 

weder in den Wildtyp - Teratomen  noch in den Teratomen mit 

hypomorpher Kdm6a-Expression apoptotische Zellen nachweisbar waren 

(siehe Abb. 3.3). Dies zeigt, dass sowohl nach Inaktivierung als auch nach 

partieller Suppression des Kdm6a-Gens in ES-Zellen keine Zunahme, aber 

auch keine Abnahme der Apoptoserate in Embryonen eintritt. Das stimmt 

gut mit publizierten Daten anderer Autoren überein (S. Lee et al., 2012). 



 29 

 
Abb. 3.3 TUNEL-Färbung von Wildtyp-Teratomen und von Teratomen mit 

hypomorpher Kdm6a – Expression (UTX F-loxP). 

  

Links sind Färbungen von Positiv – Kontrollen dargestellt, die nach DNase I-Behandlung 

von Paraffinschnitten und nachfolgender TUNEL-Färbung erhalten wurden. Bei den 

Negativ – Kontrollen wurde das rTdT Enzym weggelassen.  

 

 

3.3 Proliferation von ES-Zellen innerhalb der Teratome 

 

Zur Bestimmung der Proliferation der ES-Zellen innerhalb der Teratome 

wurden immun-histochemische PCNA-Färbungen durchgeführt. PCNA 

(Proliferating Cell Nuclear Antigen) ist ein Protein, das verstärkt in der S 

(Synthese)-Phase des Zellzyklus gebildet wird. PCNA ist daher ein Marker 

für Zellproliferation. Immun-histochemische PCNA-Färbungen wurden mit 

allen drei Teratom-Chargen durchgeführt. Typische Resultate dieser 

Untersuchungen werden in den Abbildungen 3.4 und 3.5 in Form von 

mikroskopischen Färbungen und Säulendiagrammen gezeigt. 

 

Unsere Ergebnisse zeigen eine deutliche Zunahme der Frequenz PCNA 

positiver Zellen nach Verminderung der Kdm6a-Expression. Sowohl in den 

Zellen mit reduzierter  UTX-Allel-Expression (in denen die Kdm6a-

Expression vermindert ist) (Abb. 3.4) als auch in den UTX F-Δ  Zellen, in 

denen die Kdm6a-Expression durch den Knockout fehlt (Abb. 3.5), wurde 

eine statistisch signifikante Zunahme der Frequenz PCNA- positiver Zellen, 

25µm 

25 µm 
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verglichen mit Wildtyp-ES-Zellen, beobachtet. Dies lässt  auf eine stärkere 

Zellproliferation schließen. Offensichtlich ist die Suppression der Teratom-

Zell-Proliferation auf die Demethylase-Wirkung des Kdm6a-Enzyms 

zurückzuführen (siehe Diskussion).  

 

Die H3K27me3 Modifikation ist - wie bereits in der Einleitung dargestellt 

wurde – mit einer Repression der Transkription assoziiert. Die Verstärkung 

durch die Manipulation von Kdm6a, eine Histon-Demethylase, sollte 

deshalb zur Veränderung der Expression vieler Gene führen, die den 

Zellzyklus modulieren. Welche Gene daran beteiligt sind werden wir später 

diskutieren (siehe Kapitel 4). 
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 Abb. 3.4 Histochemische PCNA-Färbungen von Wildtyp-Teratomen und von zwei 

hypomorphen Teratomen, die das UTX F-loxP Allel tragen.  

 

Die Teratome wurden mit einem PCNA-spezifischen Antikörper und einem zweiten, Cy3-

markierten Antikörper gefärbt und mit DAPI - zur Kerndarstellung -    gegengefärbt. Als 

Negativ-Kontrolle (rechte Abbildung oben) wurden die Präparate nur mit dem sekundären 

Antikörper gefärbt (p-value: *  p ≤ 0,05). 
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 Abb. 3.5 Quantifizierung der PCNA pos. Zellen von Wildtyp-Teratomen und  

Teratomen, in denen die Expression des Kdm6a-Gens entweder durch Knockdown 

(UTX KD) gehemmt oder durch Cre-vermittelte Inaktivierung (UTX F-Δ) vollständig 

ablatiert wurde. 

 

Wie in der Legende zu Abb. 3.4 wurden die Teratom-Schnitte zuerst mit einem  PCNA-

spezifischen Antikörper und danach mit einem Cy3-markierten sekundären Antikörper 

gefärbt. Zur Kerndarstellung wurden die Präparate mit DAPI gegengefärbt. Als Negativ-

Kontrolle (siehe Färbung rechts oben) wurden Präparate wiederum nur mit dem Sekundär-

Antikörper gefärbt (p-value: *  p ≤ 0,05   **  p ≤	0,01). 

  

 

3.4 Expression von Pluripotenzmarkern 

 

Um die Expression von Pluripotenzmarkern und somit auf das 

Vorhandensein von pluripotenten Zellen in Teratomen zu schließen, ist es 

von großer Bedeutung, undifferenzierte Zellen zu untersuchen. Nur diese 

Zelltypen sind in der Lage alle Gewebe eines Organismus zu entwickeln. 

Zur Bestimmung des Anteils undifferenzierter, pluripotenter Zellen in 

Teratomen wurde in histo-chemischen Färbungen der SSEA-1 (Stage-

Specific Embryonic Antigen-1; CD 15) Oberflächenmarker, der u.a. auf 

pluripotenten Zellen exprimiert ist, eingesetzt. Ein alternativer 

Oberflächenmarker zur Darstellung von pluripotenten Zellen ist der Oct4-

Antikörper, der jedoch in dieser Arbeit, aufgrund nicht zufriedenstellenden 

Ergebnissen in der Immunfloureszenzfärbung, verwendet wurde. Hierzu 

wurden sowohl Paraffin- als auch Gefrier-Schnitte von Teratom-Material 
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angefertigt und mit einem SSEA-1-spezifischen mAK gefärbt. SSEA-1 ist 

u.a. ein Stadien - spezifisches Protein pluripotenter Stammzellen, das eine 

wichtige Rolle bei der Wanderung und Adhäsion von Zellen im frühen 

Präimplantations - Embryo spielt (Fox, Damjanov, Martinez-Hernandez, 

Knowles, & Solter, 1981).  Des weiteren spielt SSEA-1 in der 

Lymphomdiagnostik eine große Rolle (Leong, Cooper, & Leong, 2010). 

 

Wiederum wurden drei Chargen von Teratomen (Kdm6a - hypomorphe- , 

Knockdown- und Knockout-Linien) untersucht. In Teratomen konnte nach 

Beeinträchtigung der UTX-Expression eine deutliche Zunahme der SSEA-

1-Färbung festgestellt werden. Wie in den Abbildungen 3.6 und 3.7 zu 

sehen ist, führte die Abnahme der Expression in ES-Zellen mit 

hypomorphem UTX-Allel, nach UTX-Knockdown oder UTX-Inaktivierung 

zu einer statistisch signifikanten Zunahme SSEA-1 positiver Zellen.  
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 Abb. 3.6 Histochemische SSEA-1 Färbungen von Teratomen mit hypomorpher 

Kdm6a Expression. 

 

In Paraffin eingebettete 20 µm Schnitte (2x wt, 2x UTX F-loxP#1, 3x UTX F-loxP#2) von 

Teratomen wurden ent – paraffiniert, mit einem SSEA-1 spezifischen AK gefärbt und 

dieser mit einem Cy 3 markierten Sekundär-AK detektiert (rot). Schließlich wurden die 

Schnitte zur Kerndarstellung mit DAPI gegengefärbt. Als Negativ-Kontrolle (rechte 

Färbung oben) wurden Schnitte nur mit dem Sekundär-AK gefärbt (p-value: *  p ≤ 0,05). 
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 Abb. 3.7 Histochemische SSEA-1 Färbung von Wildtyp-Teratomen und von 

Teratomen, in denen die Expression des Kdm6a-Gens mittels Knockdown bzw. mittels 

Cre-vermittelter Inaktivierung vollständig inaktiviert wurde. 

 

20 µm Gefrierschnitte von Teratommaterial (3x wt, 3x UTX-KD, 3x UTX F-∆) wurden mit 

einem SSEA-1 - spezifischen mAK gefärbt, der mittels eines Cy3 – markierten AK 

detektiert wurde. Schließlich wurden die Präparate mit DAPI zur Kerndarstellung 

gegengefärbt. Als Negativ-Kontrolle (Färbung rechts oben) wurden wiederum Präparate 

nur mit dem zweiten AK gefärbt (p-value: *  p ≤ 0,05). 

 

 

 3.5 Expressionsanalyse entwicklungsspezifischer Indikatorgene 

           mittels quantitativer Real-Time-PCR Assays 

 

Histon-Methylierung bzw. -Demethylierung kann - in Gen-spezifischer 

Weise - die Aktivität an Genen entweder erhöhen oder herabsetzen 

(Shpargel et al., 2012). Um die Expression individueller Gene in 

unterschiedlichen Teratomen miteinander zu vergleichen, wurden 

quantitative Real-Time-PCR-Assays unter Verwendung Gen-spezifischer 

Primer durchgeführt.  

 

Zudem wurde durch den Einsatz des Oberflächenmarkers SSEA-1 

beobachtet (Kapitel 3.4),  dass im Vergleich zum Wildtyp in Zellen in denen 

UTX vollständig inaktiviert ist, eine signifikant erhöhte Anzahl von 

pluripotenten Zellen zu finden ist. Um dieses Ergebnis weiter zu 

untersuchen ist die Durchführung von Real-Time-PCR-Assays von 
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besonderer Bedeutung.  

Das molekulare Pluripotenz-Netzwerk von ES-Zellen wird maßgeblich 

durch die Expression weniger Schlüssel-Gene bestimmt (Morey, Santanach, 

& Di Croce, 2015). Im Zentrum der Regulation dieses Pluripotenz-

Netzwerks befinden sich die Trankskriptionsfaktoren Oct4, Sox2 und 

Nanog. Für die Bestimmung der Teratom-Differenzierung in ektodermales, 

endodermales und mesodermales Gewebe untersuchten wir die Expression 

der Pax5 und Nes – Gene (Ektoderm), Gata4 , Gata6, Foxa2 und Sox17 – 

Gene (Endoderm), und der Fgf5, T (brachyury) und Flk1 – Gene 

(Mesoderm).  

 

Pax5 ist ein Transkriptionsfaktor, der in zahlreichen B-Zell Neoplasien, wie 

im Hodgkin Lymphom, in lymphoblastischen B-Zell Leukämien und B-Zell 

Lymphomen stark exprimiert wird (Desouki, Post, Cherry, & Lazarchick, 

2010).  

Nes ist ein Intermediärfilament-Protein, welches vor allem in den frühen 

Entwicklungsstadien des CNS, PNS und in der Muskelentwicklung 

exprimiert wird. Zudem ist es ein Marker für Zellproliferation und 

Zellmigration. (Michalczyk & Ziman, 2005).  

Gata4  gehört zu einer Genfamilie von Zink Finger Proteinen. Mutationen 

in diesem Gen gehen einher mit schweren kardialen Septumdefekten, 

Pulmonalklappenstenosen und embryonalen Mißbildungen (Orjuela 

Quintero, Nunez, Caicedo, Pachon, & Salazar Salazar, 2014).  

Gata6, welches, wie Gata4 zu einer Gen-Familie von Zink Finger Proteinen 

gehört, ist ebenfalls in die Herzentwicklung involviert. Es konnte gezeigt 

werden, dass Mutationen in diesem Gen  kongenitale Herzdefekte auslösen 

(Teil des DiGeorge-Syndroms) (X. Wang et al., 2014). 

Foxa2 Protein ist ein Transkriptionsfaktor, welcher einen großen Einfluss 

auf die Entwicklung verschiedenster  Gewebe/Organe endodermalen 

Ursprungs hat,  wie Lunge Leber, Pankreas und Intestinum (Besnard, Wert, 

Hull, & Whitsett, 2004; Gao et al., 2008).  

Sox17 gehört zur SOX-Genfamilie. Es ist ein HMG-box 

Transkriptionsfaktor und ein Wnt Signalantagonist. Es ist in der 

embryonalen Entwicklung ein Schlüsselbestandteil für die Gastrulation in 

Wirbeltieren, sowie  in der Entwicklung des menschlichen Urintrakts und 
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der Nierenentwicklung (Sinner, Rankin, Lee, & Zorn, 2004).  

T (Brachyury) spielt besonders in der Embryonalentwicklung eine 

entscheidende Rolle. Es ist für die Ausbildung der anterior-posterior Achse 

zuständig (Lartillot, Lespinet, Vervoort, & Adoutte, 2002).  

Flk1 gehört zur Familie der  "vascular endothelial growth factors" (VEGF).  

Es ist ein Mesodermmarker (Yamaguchi, Dumont, Conlon, Breitman, & 

Rossant, 1993) und für die Entwicklung des vaskulären System 

verantwortlich. Zudem ist Flk1 der früheste Differenzierungsmarker für 

Endothel und Blutzellen (Eichmann et al., 1997; Shalaby et al., 1995). 

Fgf5 ist ein Protein der "fibroblast growth factor"-Familie.  Es spielt 

ebenfalls in der Embryonalentwicklung eine wichtige Rolle.  

Oct4, Nanog und Sox2 sind neben Myc und KLF4 Proteine, welche eine 

herausragende Rolle bei der Reprogrammierung von somatischen Zellen in 

pluripotente Stammzellen spielen. Mit Hilfe von Retroviren wurden diese 

Gene in das Genom von somatischen Zellen eingeschleust. Durch dieses 

Experiment entstanden  erstmals induzierte pluripotente Stammzellen 

(Takahashi & Yamanaka, 2006). Oct4 gezeigt werden, dass in 

Mausembryos, welche eine niedrige Oct4-Expression aufwiesen, die 

Bildung der inneren Zellmasse ausblieb und ihre Pluripotenzfähigkeit 

verloren ging (Zaehres et al., 2005). Zudem wird Oct4 auch als 

Stammzellmarker eingesetzt. Differenzierte Zellen zeigen eine deutlich 

reduzierte Oct4-Expression. 

Nanog ist ebenfalls ein wichtiger Transkriptionsfaktor, der in die Steuerung 

der Selbsterneuerungsprozess von Stammzellen involviert ist (Chambers et 

al., 2003). In verschiedenen Studien konnte nachgewiesen werden, dass 

durch einen Knockout des Nanog Gens die Differenzierung von Maus-

Stammzellen in endodermale Maus-Stammzellen angeregt wird. Eine 

Überexpression von Nanog bewirkt hingegen eine Selbsterneuerung der 

embryonalen Maus-Stammzellen  (Chambers et al., 2003; Mitsui et al., 

2003). 

Später konnte jedoch gezeigt werden, dass Nanog für die Erzeugung von 

Stammzellen aus Fibroblasten entbehrlich ist (Yamanaka & Takahashi, 

2006). 

Sox2 ist ein Transkriptionsfaktor, der für den Erhalt der Selbsterneuerung 

von Stammzellen essentiell ist. Er ist nicht nur für den Erhalt der  
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Pluripotenz von Stammzellen verantwortlich sondern auch für die 

Neurogenese (Graham, Khudyakov, Ellis, & Pevny, 2003).  

 

Als Kontrollen wurden PCR – Assays durchgeführt, die die Expression der 

Kdm6a, Uty und Kdm6b Gene (siehe Kapitel 1.4) anzeigen sollten. Mittels 

genspezifischer RT PCR Primer wurden je zwei Teratom-Linien untersucht, 

und zwar eine Linie mit hypomorpher Kdm6a-Expression (UTX F-loxP) 

und eine Linie mit Cre-vermittelter Inakivierung des Kdm6a – Gens (UTX 

F-Δ). Zur Analyse der ersten Linie wurden zwei individuelle Teratomklone, 

zur Analyse der zweiten Linie wurden vier Klone herangezogen. Die 

Ergebnisse der PCR – Assays sind in Abb. 3.8 dargestellt. 

 

Wie man in Abb. 3.8 sehr gut sehen kann wurde lediglich in den Wildtyp-

Teratomen das Kdm6a-Gen exprimiert.  Die Kdm6a-Expression ist in UTX 

FloxP und in UTX F-Δ sehr stark reduziert. Es handelt sich damit um einen 

sehr selektiven Knockout. 

Aufgrund der vorherigen SSEA-1 Ergebnisse  zeigte die Auswertung der 

Genexpressionsanalysen in den Zellen mit vollständiger Inaktivierung des 

Kdm6a-Gens unerwartet eine markante Abnahme der Genexpression der 

Pluripotenz-Gene, die für Oct4, Nanog und Sox2 kodieren. Wie in Abb. 3.8 

dargestellt ist beobachteten wir eine 3-4 fache Abnahme der Expression 

dieser Gene in UTX F-Δ Zellen, verglichen mit Wildtyp-Zellen. In den 

Zellen mit Kdm6a-Knockdown wurde sogar eine noch deutlichere Abnahme 

der Pluripotenz-Gene festgestellt. Diese Befunde zeigen, dass das Fehlen 

von Kdm6a mit einer Abnahme der Expression spezifischer Gene – vor 

allem solcher, die die Pluripotenz kontrollieren - in Verbindung steht.  
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Abb. 3.8 Quantitative Real-Time-PCR Assays zur Bestimmung der RNA 

Expression entwicklungsspezifischer Gene in Teratomen. 

 

Rechts sind die Gene dargestellt, für die spezifische Primer in den  RT PCR-Analysen 

eingesetzt wurden. Dargestellt sind die Ergebnisse der Untersuchung von zwei (Wildtyp- 

und UTX F-loxP) Teratomen bzw. vier (UTX F-Δ) individuellen Teratomklonen.  

(p-value: *  p ≤ 0,05) 

 

 

 3.6 Zusammenfassung der Ergebnisse  

 

Wir beobachteten, dass in allen entstandenen Teratomen, ob aus Wildtyp-, 

Knockdown- oder Knockout-ES-Zellen, alle drei Keimblätter ausgebildet 

wurden.  In der histologischen Gewebsquantifizierung konnten zum Teil 

deutliche Unterschiede in den Gewebsformationen festgestellt werden. Im 

Wildtyp wurde signifikant mehr Muskelgewebe gebildet wie im Vergleich 

zu den Knockout. In TUNEL-Färbungen gab es keine signifikanten 

Unterschiede in der Anzahl von apoptotischen Zellen in verschieden 

Teratomarten, jedoch im Proliferations- und Pluripotenzverhalten der 

Wildtyp-, Knockdown- und Knockout-Zellen. Vor allem in Zellen, in denen 

Kdm6a vollständig inaktiviert wurde, gab es im Vergleich zum Wildtyp ein 

signifikant höheres Proliferations- und Pluripotenzverhalten.  
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In den anschließend durchgeführten Real-Time-PCR-Assays, waren die 

Gene, welche die Marker für die Pluripotenz einer Zellen sind - Oct4, Sox2 

und Nanog in Teratomen, die aus Wildtyp-ES-Zellen entstanden, stark 

exprimiert, jedoch wurden in Teratomen, die aus Kdm6a-Knockout- bzw. 

Knockdown-ES-Zellen entstanden, eine 3-10 fache Abnahme der 

Expression dieser Gene festgestellt. Das zeigt, dass die Aktivität von 

Kdm6a an der Erhaltung der Pluripotenz in Teratomen maßgeblich beteiligt 

ist.  

 

 

 

4. Diskussion 

 

Aufgabenstellung dieser Arbeit war, die funktionellen Auswirkungen des 

„Knockdown“ bzw. „Knockout“ der Histon-Demethylase Kdm6a (UTX) in 

ES-Zellen auf die Bildung von Keimbahntumoren (Teratomen) der Maus 

auf zellulärer und molekularer Ebenen zu untersuchen.  

 

Im Detail sollte in diesen experimentellen Arbeiten analysiert werden, wie 

sich als Folge des „Knockdown“ bzw. „Knockout“ des Kdm6a-Gens die 

Histologie, das immun-histochemische Färbeverhalten und die 

Genexpression in den ES-Zellen während der Teratom-Bildung veränderten. 

Anhand von HE-Färbungen der Paraffinschnitte von Teratomen wurde die 

Differenzierung der Teratome in einer Vielzahl unterschiedlicher Gewebe 

der drei Keimblätter Ektoderm, Mesoderm und Endoderm charakterisiert. 

Immunhistochemische Färbungen von PCNA und SSEA-1, d.h. von 

Proliferations- und Pluripotenz-Markern, sowie TUNEL-‚staining‘, als 

Apoptose-Assay, dienten dazu, die Proliferation, Pluripotenz und Apoptose 

der hinsichtlich Kdm6a manipulierten ES-Zellen zu untersuchen. 

Schließlich wurde mittels RT-PCR-Assays die RNA-Konzentrationen und 

damit die Expression ausgewählter Gene, die eine wichtige Rolle  bei der 

Teratombildung spielen, analysiert.  

 

Als wichtigstes Resultat der  experimentellen Arbeiten sollen die mittels der 

RT-PCR-Assays erhaltenen Resultate herausgestellt und im Detail diskutiert 
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werden. Diese Assays erlauben eine genaue Quantifizierung der in den 

manipulierten ES-Zellen gebildeten RNA. Dabei wurde durch den Einsatz 

Gen-spezifischer Primer die Expression von 15 Genen bestimmt. Dazu 

gehören die Pluripotenz-Gene Oct4, Nanog und Sox2, sowie für einzelne 

Keimblätter spezifische Gene. Das sind die Fgf5 (‚fibroblast growth factor 

5‘), T (brachyury) und Kdr (Flk1) Gene für das Mesoderm, die Gata4, 

Gata6, Foxa2 und Sox17 Gene für Endoderm, und die Pax5 und Nes 

(Nestin) Gene für Ektoderm. Des Weiteren wurden als Kontrollen Primer 

für die Expression der Kdm6a, Kdm6b und Uty Gene verwendet.  

 

Wie erwartet fand man in den Kdm6a-Knockout-ES-Zellen (UTX F-

Δ Zellen) keinerlei Kdm6a RNA. Eine ähnliche Kdm6a RNA-Defizienz 

stellten wir auch für ES-Zellen (UTX F-loxP Zellen) fest, die eine 

hypomorphe Kdm6a-Expression zeigen (Abb. 3.8). Des Weiteren wurden 

kaum Veränderungen in der Expression der „Kontroll-Gene“ Kdm6b und 

Uty festgestellt, deren Expression somit durch Veränderungen in der 

Kdm6a-Expression nicht betroffen wird. Ähnliches gilt auch für die oben 

angeführten Keimblatt-spezifischen Gene, deren Expression gleichfalls in 

Abb. 3.8 dargestellt ist.  

 

Lediglich im Falle der Endoderm-spezifischen Gata4 und Gata6 Gene 

wurde eine leichte 2-3 fache Zunahme der Transkripte in UTX F-

Δ ‚Knockout‘ Zellen beobachtet. Das trifft auch für das Mesoderm-

spezifische T (brachyury) Gen zu, dessen RNA sowohl in den UTX F-

Δ ‚Knockout‘ als auch in den UTX F-loxP ‚Knockdown‘ Zellen etwa 2 mal 

stärker als in Wildtyp-ES-Zellen exprimiert wurde. Es ist z. Z. unklar, 

worauf dieser -allerdings statistisch nicht signifikante Unterschied -

zurückzuführen ist.  

 

Wie bereits in der Einleitung beschrieben ist die Kdm6a Demethylase für 

die ES-Zell-Differenzierung von großer Bedeutung.  Eine 

Ausschaltung/Reprimierung der Kdm6a Demethylase in 

„Knockout/Knockdown“-Zellen hat zur Folge, dass die manipulierten ES-

Zellen ihre Pluripotenz verlieren. Wie erwartet gab es eine starke 

Repression der Genexpression bei den Pluripotenz-Genen Oct4, Sox2 und 
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Nanog. Wie in Abb. 3.8 durch die relativ hohen RNA-Konzentrationen 

dokumentiert, werden diese Gene in Wildtyp- ES-Zellen stark exprimiert, 

während in den manipulierten ES-Zellen nur geringe Mengen ihrer 

Transkripte festgestellt wurden. Dem gegenüber stehen Ergebnisse der 

immunhistochemischen  Färbungen von der ”Knockout“- bzw. 

„Knockdown“-Zellen, in denen eine höhere Anzahl an SSEA-1 positiven 

Zellen festgestellt wurde. In den „Knockout“- und „Knockdown“-ES-Zellen 

wurde unerwartet ein signifikant höherer prozentualer Anteil an SSEA-1  - 

positiven Zellen beobachtet. Dem steht gegenüber, dass in den Wildtyp-ES-

Zellen die Expression der Pluripotenzmarker deutlich vermehrt, in den 

„Knockout“-Zellen jedoch deutlich vermindert exprimiert wurden. SSEA-1 

ist jedoch nicht nur ein Marker für das Pluripotenzverhalten in ES-Zellen, 

sondern wird auch in fötalen und adulten Gewebe (Yamamoto, Boyer, & 

Schwarting, 1985) sowie in Lymphomen (über-)exprimiert (Leong et al., 

2010). Die Ergebnisse der SSEA-1-Färbungen sind in Abb. 3.6 und 3.7 

dargestellt. Zudem kann man in den „Knockout“-Zellen einen moderaten 

Anstieg der  Pax5-Expression sehen. Pax5 ist nicht nur ein ektodermaler 

Marker, sondern auch ein Marker von B-Zell Neoplasien (Ambrosio et al., 

2015). Des weiteren ist bekannt, dass UTX als ALL-Tumorsupressorgen 

fungiert (Van der Meulen et al., 2015), wodurch KDM6a-Knockout-ES-

Zellen eine höhere Wahrscheinlichkeit haben als Tumore zu „entarten“.  

 

Obwohl durch die experimentellen Arbeiten nicht direkt bewiesen, so darf 

man jedoch annehmen, dass durch den Verlust bzw. die Abnahme der 

Kdm6a-Aktivität die Expression der Pluripotenz-Gene durch H3K27-

Methylierungen abgeschaltet wird (Morales Torres et al., 2013). Andere 

Autoren haben eine direkte Bindung von Kdm6a an die proximale 

Pou5f1/Oct4-Promoterregion nachgewiesen (C. Wang et al., 2012). Weitere 

Arbeiten zeigen, dass Oct4, Sox2, Nanog während der Differenzierung K27 

methyliert werden (Varagnolo et al., 2015). Somit ist wahrscheinlich, dass 

Kdm6a in ES-Zellen durch Demethylierung von Histon 3 am K27-Rest eine 

starke Oct4-Expression erlaubt. Fehlt nun die Kdm6a-Expression, so wird 

H3K27 in der Oct4-Promoterregion methyliert und das Pou5f1-Gen wird – 

z.B. durch die Bindung repressiv wirkender Polycomb-Komplexe (Pietersen 

& van Lohuizen, 2008) – abgeschaltet. Aller Wahrscheinlichkeit nach ist 
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das bisher nicht direkt gezeigt worden. Entsprechende ChIP (Chromatin 

Immun-Präzipitations-) Assays unter Verwendung H3K27me2/3-

spezifischer AK wären die methodische Herangehensweise, dies 

experimentell zu beweisen.  

 

Interessanterweise binden die Pluripotenz-Faktoren Oct4, Sox2 und Nanog 

in ES-Zellen zusammen mit repressiv wirkenden Polycomb-Proteinen an 

eine Vielzahl (von 500 und mehr) Gene, die bei der Gewebsdifferenzierung 

eine wichtige Rolle spielen (Boyer et al., 2006). Beispiele dafür sind nicht 

nur die Hox-Gene, sondern auch viele andere Gene, deren Expression in ES-

Zellen zwar durch repressive Polycomb-Komplexe unterdrückt wird, die 

jedoch in einem ‚poised state‘ anzutreffen und somit startklar für spätere 

Aktivierung sind.   

 

In weiteren Untersuchungen wurde beobachtet, dass in den Teratomen alle 

drei Keimblätter – Endoderm, Ektoderm und Mesoderm - ausgebildet 

wurden. Der ‚Knockdown‘ bzw. der ‚Knockout‘ hatte bei der Ausbildung 

der Keimblätter keinen bzw. nur einen marginalen Effekt, d.h. die Gewebe 

aller drei Keimblätter wurden auch bei verminderter Kdm6a-Expression 

gebildet. Die Ergebnisse der histologischen Untersuchungen zeigten vor 

allem die Bildung von Geweben zweier Keimblätter, d.h. von Drüsen- 

(Endoderm) sowie von Knorpel- und Muskelgewebe (Mesoderm). 

Demgegenüber wurde die Ausbildung von ektodermalem Gewebe, wie von 

Neuronen, nur in wenigen Fällen beobachtet, so dass auf eine 

Quantifizierung verzichtet wurde. 

 

Die Ergebnisse der „Knockdown“-Experimente zeigten keine signifikanten 

Unterschiede in der Bildung endodermalen und mesodermalen Gewebes 

(Abb. 3.1 und 3.2). Im Gegensatz dazu wurden signifikante Unterschiede 

bei der Bildung von endodermalen und mesodermalen Gewebes nach 

vollständiger Inaktivierung des Kdm6a-Gens (in UTX F-D) festgestellt. Wie 

in Abb. 3.2 dargestellt ist führte das Fehlen der Kdm6a-Expression zu einer 

deutlichen Abnahme des Knorpel- und Muskelgewebes. Diese Befunde 

stimmen gut mit publizierten Daten überein, die zeigen, dass die 

Inaktivierung des Kdm6a-Genes zu einer verminderten Bildung 
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mesodermaler Gewebe nach Differenzierung von ES-Zellen führte (C. 

Wang et al., 2012).  

Des Weiteren wurden die bei verminderter Kdm6a-Expression in den 

Teratomen gebildeten Gewebe histochemisch hinsichtlich Proliferation 

(PCNA-Färbung), Pluripotenz (SSEA1-Färbung) und Apoptose (TUNEL-

Färbung) untersucht. 

Während mittels TUNEL-Assays keine Zunahme in der Apoptose-Induktion 

beobachtet wurde (Abb. 3.8), stellte sich mittels PCNA-Färbungen eine 

deutliche Zunahme der Proliferation von ES-Zellen dar, in denen die 

Kdm6a-Expression gehemmt wurde (siehe Abb. 3.4 und 3.5). Es ist z. Z. 

unklar, welche Gene in den ES-Zellen durch die Abnahme der 

Demethylase-Aktivität betroffen sind. So ist vorstellbar, das die Aktivität 

von Zell-Zyklus-Inhibitoren, wie p21, p27 und anderen, durch die Zunahme 

der H3K27-Methlyierung gehemmt und dadurch die Proliferation unterstützt 

wird. Direkt gezeigt worden ist das für dem INK4b-ARF-INK4a locus, der 

für die Zellzyklusinhibitoren p16INK4A und p19ARF kodiert (Mu, Starmer, 

Fedoriw, Yee, & Magnuson, 2014).   

Zusammenfassend läßt sich auch anhand unserer Daten konstatieren, dass 

die Demtyhlaseaktivität von Kdm6a die Aktivität wichtiger Pluripotenzgene 

in ES-Zellen aufrecht erhält. Somit ist Kdm6a ein wichtiger Schalter für die 

Differenzierung der Embryonalstammzellen. 

 

 

5. Zusammenfassung 

 

Pluripotente Zellen sind sowohl in der Stammzellforschung als auch für  

regenerative Therapieansätze von großer Bedeutung. Erste 

Stammzelltherapien sind bereits erfolgreich am Menschen durchgeführt 

worden. Besonders wichtig ist die Sicherheit der Therapie, um Risiken, wie 

die „Entartung“ von Stammzellen zu Tumorzellen, zu minimieren. Als 

Ansatzpunkt für einheitliche Therapie-Standards, sind z.B. genaue Angaben 

zur Anzahl injizierter Zellen, dem Injektionsort und Biomarker (wie 

Pluripotenz- und Differenzierungs-Marker) zur Kategorisierung der 

Stammzellen zu nennen. Während der Embryonalentwicklung spielen die 

Polycomb-Proteinkomplexe PCR1 und PCR2 eine maßgebliche Rolle beim 
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Aufrechterhalten der Pluripotenz, weil sie Chromatin-Modifikationen, wie 

z.B.  Histonmethylierungen vermitteln und so die Genexpression 

kontrollieren können. Lange Zeit wurde angenommen, dass Histon-

Methylierungen irreversibel sind, doch mit Entdeckung der Lysin-

spezifischen Demethylase 1 (LSD1) wurde diese Sichtweise revidiert. Ein 

Mitglied der derzeit bekannten 32 Histon-Demethylasen ist Kdm6a (UTX), 

die die Histon-Demethylierung des Lysins an der Aminosäure-Position 27 

von Histon H3 (H3K27me2/3) katalysiert. Kdm6a spielt eine wichtige Rolle 

bei der Embryogenese und wurde in der hier vorgestellten Arbeit am 

Teratommodell, einem benignen Keimzelltumor, untersucht. 

In dieser Arbeit wurden Teratome von Mäusen untersucht, die aus 

embryonalen Stammzellen (ESC) mit Wildtyp- und shRNA vermittelter 

reduzierter Expression oder durch genetisch kontrollierten Knockdown 

sowie Knockout entstand sind. Diese wurden anschließend nach 

histologischen (H&E-Färbungen), histochemischen (PCNA-, SSEA-1- und 

TUNEL-Färbungen) sowie Analyse der Genexpressionsmuster aller drei 

Keimblätter mittels RT-PCR untersucht und ausgewertet. 

Sowohl Wildtyp als auch Kdm6a-Knockdown und Knockout-Teratome 

bildeten Gewebe der drei Keimblätter aus. In Teratomen mit supprimierter 

Kdm6a-Expression gab es jedoch Unterschiede in der Bildung 

mesodermaler und endodermaler Gewebe mit einer signifikanten Abnahme 

von Knorpel- und Muskelgewebe. Da sich Kdm6a-defiziente Teratome zu 

wesentlich größeren Tumoren als Wildtyp-Teratome entwickelten, wurde 

deren Proliferations-, Pluripotenz- und Apoptose-Verhalten mittels PCNA 

und SSEA-1 und TUNEL histochemischen Färbungen untersucht. Wir 

beobachteten in Knockout-Teratomen eine höhere Anzahl von PCNA- und 

SSEA-1-positiven Zellen. Daraus folgt, dass Kdm6a-defiziente ESCs - im 

Gegensatz zu Wildtyp ESCs - zur Bildung von Teratomen mit einer höheren 

Anzahl von proliferierenden und pluripotenten Zellen neigen. In der 

Fraktion apoptotischer Zellen (TUNEL positiver Zellen) der Kdm6a-

defizienten Teratome gab es keinen signifikanten Unterschied zu 

Teratomen, die aus Wildtyp-ESCs entstanden.  

Nach Analyse der Genexpressionsmuster fanden wir in Zellen, in denen 

Kdm6a reprimiert bzw. deaktiviert wurde, einen Verlust der Pluripotenz und 

folglich eine starke Reduzierung der Pluripotenzmarker Oct4, Sox2 und 
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Nanog. Die Analyse des Genexpressionsmusters läßt vermuten, dass der 

Verlust bzw. die Abnahme der Kdm6a-Aktivität in direkten Zusammenhang 

mit einer Abnahme der Pluripotenz durch Methylierung von H3K27 steht. 

Weitere Analysen, z.B. durch ChIP (Chromatin Immun-Präzipitations-) 

Assays mit H3K27me2/3 spezifischen Antikörpern, sind nötig, um dies 

endgültig zu beweisen. Unsere Arbeiten zeigten, dass die Kdm6-

Demethylase-Aktivität essentiell für den Erhalt der Pluripotenz von 

embryonalen Stammzellen ist.  
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