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Einleitung

1. Einleitung
1.1 Degenerative Knochenerkrankungen

Osteoporose ist eine weit verbreitete degener&iikeankung des menschlichen Knochens;
sie ist charakterisiert durch eine erniedrigte Kreunasse, eine verminderte Qualitat des
Knochens und erhéhte Anfalligkeit fiir Frakturen.

Die am haufigsten vorkommende Form der Osteopdresdft altere Menschen, sie kommt

bei beiden Geschlechtern und in allen Bevolkerungen

Seit die Lebenserwartung der Bevolkerung deutligdteagt, wird diese Erkrankung immer
haufiger offensichtlich. Im frihen 19. Jahrhundeurde sie vom dem englischen Chirurgen
Astley Cooper zum ersten mal als ,, the lightnest softness that bones acquire in the more

advanced stages of life” beschrieben.

Klinisch manifestiert sich die Osteoporose in Fuaéh, wobei die Wirbelkorper und der pro-

ximale Oberschenkelhals am haufigsten betroffed. sin

Abbildung I Rontgenaufnahme eines osteoporotischen Wirbelkdgrs

© Urban & Fischer 2003 — Roche Lexikon MedizinAGifl.; Rontgenaufnahme eines osteoporotischen Wkiispkrs, typi-
sche Merkmale sind die vermehrte Strahlentranspaaefgrund einer verminderten Knochendichte sovwaeddrch Deck-
platteneinbriiche verursachte Form der Fischwirlzbibg.

! Rodan, G.A. et al., Pathophysiology of osteopasofrinciples of bone biology. San Diego, acadepnéss
1275-1289, 2002
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Einleitung

Spezifisch fir die Osteoporose ist, dass diesetlgrdarch ein geringes oder aber nicht be-
merktes Trauma erfolgen. So fuhren Grund- und Diatigmeinbriiche der Wirbelkodrper im
Bereich der Brustwirbelsaule durch eine Hohenmimdgrder Vorderkante des betreffenden
Wirbelkdrpers zu der typischen ,Fischwirbelbildung®

Die daraus resultierende, auch als ,Witwenbuckekdichnete Kyphose der Brustwirbelsaule
sowie dadurch bedingte chronische Rickenschmemdrem typisches Merkmal der Osteo-
porose. Ein radiologisches Diagnosekriterium istethdhte Strahlentransparenz des betrof-

fenen Knochengewebes.

Die Ursache dieser Erkrankung ist eine durch zathlesFaktoren verursachte Verminderung
der mineralisierten Knochenmasse und somit der Keaadichte im gesamten Organismus.

Die Balance zwischen Knochenaufbau und Knochenaisbaerschoben.

Es kommt zu einer verminderten Aktivitat der auiaden Knochenzellen, den Osteoblasten
und zu einer vermehrten Aktivitat der den Knochebaaenden Knochenzellen, den Oste-
oklasten. Dartber hinaus ist der Protein- und Milstoffwechsel der Knochenmatrix ge-
stort? in Folge dessen findet eine verminderte Einlaggmon Kalzium, Kollagen und Prote-
in statt. Dadurch wird die Qualitat des Knochensigelert, er wird pords und das Risiko von

Frakturen steigt deutlich an.

Als zugrunde liegende Faktoren dieser degenerakvierankung des Knochens wurden Ge-
schlecht, Lebensalter, Erndhrung, Vor- und Begleiéakungen, sowie eine genetische Pra-
disposition nachgewiesémuch der Mangel an Ostrogen, Calcium und Vitamitrayt zur
Ausbildung einer Osteoporose bei. Die genauen Meshen, welche diese Veranderung der
Knochensubstanz bewirken und die ihnen zu Grurdetiden molekularen Vorgange sind
jedoch noch weitgehend unbekannt.

2 Rossler; Ruther, Orthopadie, Urban&Fischer, 2000
% peacock M, Turner CH, Econs MJ, Foroud T, Geneticsteoporis, Endocine Rev 2002; 23:303-326 25
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Einleitung

1.2 Osteoporose auf molekularer Ebene

Zahlreiche Korpergewebe entstehen aus mesenchyi@termmzellen. Dies sind Stammzel-
len, aus denen die verschiedenen Bindegewebe degisdntstehen. So kdnnen aus diesen
Zellen unter anderem Knochen-, Knorpel-, Fett- Muskelzellen hervorgehen.

In hdherem Lebensalter und in verstarktem AusmaRidelisposition fir Osteoporose ent-
stehen aus diesen Zellen eine geringere Anzahlkteoprogentiorzellen (Knochenvorlaufer-

zellen), gleichzeitig eine hohere an Adipozytenpratprzellen (Fettgewebsvorlauferzellen).

Darlber hinaus bilden sich aus einem Teil der Qstagenitorzellen nicht wie erwartet
Osteoblasten, sondern Adipozyten. Diese Verandesimggne nattrliche Reaktion im Alte-
rungsprozess menschlicher oder tierischer Orgamiamd ist auch bei anderen Zelltypen zu

beobachten.

Bei der Umwandlung von Osteoprogenitorzellen zupagrogenitorzellen konnte auf mole-
kularer Ebene eine verstarkte oder aber vermindeqpeession zahlreicher Gene beobachtet

werden.

Der Schlussel zum Verstandnis und zu einer mogtidieerapie von degenerativen Kno-
chenerkrankungen liegt darin, die fur diesen Voggagrantwortlichen Gene, ihre Funktion

und die Veranderungen dieser Funktion auf molekulBbene zu verstehen.

Fur eine Reihe von Genen konnte die Bedeutungdm@mkrativen Prozessen der Knochen-
masse bereits aufgeklart werden. Darunter befisddgnGene, welche Zytokine, Wachstums-
faktoren oder den Knochenumsatz regulieren ebensie solche, welche einzelne Kompo-

nenten der Knochenmatrix kodieren.

Bereits 1994 wurde von Morrison et ‘atlie Bedeutung des Vitamin D Rezeptors im Zusam-
menhang mit der Knochendichte beschrieben. Allgglgrgaben neuere Studien, dass die
Auswirkungen der genetischen Variabilitat diesezdpeors auf den Knochenstoffwechsel

und somit auf die Entstehung von Osteoporose vajatiing sind.

Kollagen ist ein wichtiger Bestandteil der Knochextnix. Die diese Substanz kodierenden
Gene, COLIA1 und COLIAZ2 sind wichtige und bereitg grforschte Faktoren in der Patho-

* Morrison, N.A. et al., Prediction of bone denditym vitamin d receptor alleles, Nature, 1994
3
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genese der Osteoporose. Ein Bereich dieses GasreBrathskritionsfaktor Spl binding site
wurde mit der Knochendichte, der Zusammensetzutrgzllularer Matrix und mechani-
scher Starke in Verbindung gebraciitine vermehrte Varianz dieses Transkritionsfaktors
Sp1 binding site wurde bei Patienten mit Osteopor@chgewieseh.

Durch den engen Zusammenhang zwischen Ostrogenimartyeerminderter Knochendichte
ist dartiber hinaus der Ostrogenrezeptor seit largjargut erforschter Faktor im Knochen-
metabolismus. Ostrogen hat einen férdernden ungltieen Effekt auf die Entwicklung von
Osteoblasten, den Erhalt und die Homo6ostase ddstSk&ein Einfluss wird Gber zwei so-
wohl im Zytosol als auch Zellkern gelegene RezemtpER alpha und beta (Ostrogenrezep-
tor) vermittelt. Beide Rezeptoren werden in Ostastan, Osteoklasten und Knochenmarks-

zellen exprimiert.

ER alpha kommt vermehrt im Kortex des Knochen #&ft,beta ist vermehrt in den Knochen-
trabekeln exprimiert. Beide Rezeptoren weisen eidiie genetische Polymorphismen &uf.
So wurde in Mausen, welche keinen funktionsfahigBnalpha ausbilden konnten, stark ver-
minderte Knochendichten gefundeéBennoch wird der Einfluss der genetischen Poly-
morphismen des Ostrogenrezeptors auf das Oste@pisike kontrovers diskutiert und ein-

deutige Studien liegen noch nicht vor.

Mehrere Studien legen eine Interaktion zwischenRi@gmorphismen des Ostrogenrezeptors
und denen des Vitamin-D Rezeptors ndfie.

Das GerCYP19 kodiert das fur die Umwandlung von Androgenen str@gen verantwortli-
che Enzym Aromatase. In einer australischen Studrde nachgewiesen, dass Poly-

morphismen einer bestimmten Sequenz dieses Geneshihten Ostradiolspiegeln im Blut

®Mann, V. et al., COL1A1 binding site polymorphigmedisposes to osteoporotic fracture by affectiogeb
density and quality, Journal Clinical Investigati@001

® Grant, S.F.; Reid, D.M.; Blake, G.; Herd, R.; Fimgan, |.; Ralston,;S.H., Reduced bone densitiy and
osteoporosis associated with a polymorphic Splihinsite in the collagen typ alpha 1 gene, Natuneegjcs,
1996

" Compaton J.E. Sex steroids and bone. Physiol 2R6%;81:419-47
8 Coleman R.T et al., Human estrogen receptor (@R locus: Pssl dimorphism. Nucleic Acids Res8198

® Korach K.S, Estrogene receptor knock-out mice:emalar and endocrine phenotypes. J Soc Gynecostigve
2000

19 Zhang Y.Y et al., Estrogene receptor alpha araiit D receptor gene polymorphisms and bone mineral
density: association study of healthy pre- andmesbpausal Chinese women. Biochem Biophysics Res
Commun 2003
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und somit mit einer erhthten Knochendichte einheegé' Des Weiteren wurden die Gene
fur TGFR1, IL-6, BMP-2? sowie die Gene fiir Osteocalcin mit der Knochensictier Kno-

chenqualitdlf und osteoporotischen Frakturen in Verbindung ggtira

1.3 Knochenremodelling

Der Prozess des , Bone Remodelling* wurde zuerstRmst et at* beschrieben.
Die Knochenmasse ist eine im standigen Umbau udpassung an die wechselnden Bela-

stungen und Anforderungen des Knochens befindisihestanz.

Durch mechanische Belastung formt sich der Knoaté&ndig neu, er wird abgebaut und in
veranderter, an die gegenwartigen statischen Badgen angepasster Form wieder aufge-
baut. Dabei halten sich die abbauenden und dieaaefilen Vorgénge jedoch das Gleichge-

wicht. Im Allgemeinen kommt es wahrend dessen raohe¢iner Schwachung des Knochens.
Die einzelnen Schritte dieser Umbauvorgéange, d&sng Remodelings” sind gut erforscht.

Hamatopoetische Vorlauferzellen, Osteoblasten uridiladungszellen aktivieren Osteokla-
sten. Durch deren Aktivierung erfolgt eine Resanmmsphase des Knochens, diese wiederum

wird gefolgt von einer kurzen Umkehrphase (revepsase).

Wahrend dieser Phase wird der Knochen von einacl&amononuklearer Zellen bedeckt, es
kommt jedoch noch nicht zur Knochenneubildung. VE&tdrder darauf folgenden Formati-
onsphase wird neuer Knochen gebildet. Dieser Vaygérd durch Faktoren angestof3en,

welche von Osteoklasten oder aber von bereits hestier Knochenmatrix freigesetzt werden

1 Dick, M.1., Association of an aromatase TTAA reppalymorphism with circulating estrogen, bone stme
and biochemistry in elderly women, American jouroflPhysiology and Endocrinology Metabolism, 2004

12 Chen, D. et al., Bone morphogenic proteins, Grdatiors 22:233-241, 2004

3 Andrew, T et al., Linkage and association for botieeral density and heel ultrasound measuremethtavi
simple tandem repeat polymorphism near the ostelocgéne in female dizygotic twins, Osteoporosis
international, 2002

% Frost, H.M., The Laws of Bone Structure, Charled flomas, Springfield, 1964
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und dauert Gber einen langeren Zeitpunkt an alsaligerigen Phasen. Somit kommt es bei
erhéhtem Knochenumbau zu einer Minderung der Knutlasse?

Im Verlauf eines Wachstumsschubes wéhrend der Rulvard zwar ebenfalls vermehrt
Knochen gebildet, es kommt aber dennoch nicht zerévinderung der Knochendichte, da
hier eine vermehrte und beschleunigte Knochenbgdiattfindet.

Eine inadaquate Antwort der den Knochen aufbaue@iteoblasten muss somit bei der Pa-

thophysiologie der Osteoporose eine entscheidentle &pielen®*’
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Abbildung 2 Modell des “Bone Remodellings

Mit Genehmigung von Sundeep Khosla, Jennifer J.tévielorf, and Merry Jo Oursler, J Clin Invest 2008;E28(2): 421-8.
Modell des “ Boneremodellings”, welches die unteisdlichen Phasen des Knochenumbaus und die dataifigien Zellen
zeigt. Abklrzungen: EG: Erythrocyte ghosts (hamagtische Vorlauferzellen), OB: Osteoblasten, OC: @sten oder
Osteoblastenvorlauferzellen, CV: Central vessel,tfales GefalR der knochenbildenden Einheit)

15 Avioli, L.V.; Lindsay, R., The female osteoporotigndrome(s), metabolic bone desease and cliniceltyed
disorders, Philadelphia,

% Lawrence, G. et al., Pathogenesis of osteoporesigepts, conflicts, and prospects, J Clin Inves5:3318,
2005

" Lanyon, L., Skerry, T., Postmenopausal osteopsmsia failure of bone's adaptation to functiooatling,
J Bone Min Res, 2001
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1.4 Stammzellen

1.4.1 Definition einer Stammzelle

Laut Definition ist eine Stammzelle eine undiffezemte Zelle des menschlichen oder tieri-
schen Organismus, aus welcher Tochterzellen hezhergkonnen. Diese Tochterzellen sind
entweder ebenfalls Stammzellen oder aber sie iegen einem Entwicklungsprozess, wel-
cher zur Differenzierung zu einem speziellen Zgplltiyhrt.

Dabei entstehen zunachst Vorlauferzellen (precursiis oder Progenitorzellen). Diese Zel-
len teilen sich mehrfach, bevor sie sich endgidlifterenzieren und zu speziellen Zellen aus-
bilden. Manche Definition der Stammzelle beinhaltetss diese sich fir die Lebensdauer des

Ubergeordneten Organismus oder sogar auf unbegréeitreproduzieren kann.

Im erwachsenen Organismsus verbleiben Stammzekemeiste Zeit im Ruhezustand und
somit in einem nicht proliferativen Stadium. Sierden erst dann aktiviert, wenn Gewebe-
schaden und Umbauprozesse des Korpers Signalkas&adm(3en, welche die Proliferation
und Differenzierung von Stammzellen zur Regenematmn speziellen Zellen, z.B. Osteobla-

sten, aktivieren und steueth'®

1.4.1.1 Mesenchymale Stammzellen

Mesenchymale Stammzellen wurden bereits 1966 vieaé&mstein und Petrova als knochen-
formende Progenitorzellen beschrieb&&ellen, welche die Morphologie mesenchymaler
Stammzellen aufwiesen, wurden nicht nur im Knocharknsondern auch in im peripheren
Blut adulter Organismen, im Fettgewebe, in der Hauder Leber und im Nabelschnurblut
gefunderf!?22®

8 Fuchs, E. et al., Socializing with the neighb&®m cells and their niche, Cell: 116, 769-778,400

¥ Hirao, A. et al., Lawrence, G. et al., Pathogesiesosteoporosis: concepts, conflicts, and praspdcClin
Invest, 2004

? Friedenstein, A.J. et al., Osteogenesis in tramplof bone marrow cells, Journal Embryol Exp Nori966

L 7vaifler, N.J. et al., Mesenchymal precursor cigllthe blood of normal individuals, Arthritis Reseh, 2000
7
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Mesenchymale Stammzellen liegen meist in einenrbgémen Verband mit Fibroblasten vor
und befinden sich im Knochenmark, im peripherert,Bia Fettgewebe, in der Plazenta und

im Nabelschnurblut.

Humane mesenchymale Stammzellen sind multipotegiterZ welche sich zu Zellen des
mesenchymalen Gewebes differenzieren kdnnen. DidKsiochen-, Knorpel-, Fett-, Seh-
nen-, Muskel- oder KnochenzelléhMesenchymale Stammzellen kénnen aus unterschiedli-
chen Geweben isoliert werden und weisen ein het@egyProliferations- und Differenzie-

rungspotential auf.

Sie besitzen das Potential zur Erneuerung und Beparon durch Trauma, Krankheit oder
Alterungsprozesse beschadigten Geweben. Ein besslllerkmal mesenchymaler Stamm-
zellen ist ihre Fahigkeit, zu Zellreihen anderebeyonaler Herkunft, so etwa Neuronen ek-
todermalen Ursprungs oder Hepatozyten endoderniatgprunges zu differenzieren. Darin
sind sie den embryonalen Stammzellen ahrffichvenngleich dies z. T. kontrovers diskutiert

wird.

Dennoch gibt es kein eindeutiges Charakteristikwgiches eine mesenchymale Stammzelle
grundlegend definiert. Zu ihrer Identifikation est deshalb besonders wichtig, einen allen
Stammzellen gemeinsamen Marker zu finden. Nebenm ihikroskopischen Morphologie
lassen sich auch auf molekularer Ebene zahlrejgbafssche Markerproteine auf der Zell-
oberflache nachweiséfiKolf, Cho und Tuan untersuchten die Oberflachetgine von

2 Chunmeng, S. et al., Effects of plastic adhereninal multipotent cells on peripheral blood leukesyand
CFU in rats, Transplant Proc., 2004

% Lee, R.H. et al., Characterization and expresaimlysis of mesenchymal stem cells fromhuman baareaw
and adipose tissue, Cell Physiology Biochemisty2D04

24 pittenger, M. F., Multilineage potential of humaesenchymal stem cells, Science, 1999
% Jiang, Y. et al., Pluripotency of mesenchymal steits derived from adult marrow, Nature 418, 2002

% Jackson, L. et al., Adult mesenchymal stem cBiiferentiation potential and therapeutic applioas, J
Postgrad Med, 2007

8
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Stammzellen unterschiedlicher Herkunft und Spearesstellten aus den wichtigsten eine
Tabelle zusammef.

2" Kolf, E. et al. Mesenchymal stromal cells: Biology of adult mesgmaal stem cells, Arthritis Research
Therapy, 2007
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Tabelle 1:Gemeinsame Oberflachenproteine isolierter mesenchaler Stammzellen

Surface antigens commonly identified during isolation of mesenchymal stem cells (MSCs)

Number of populations reported with specified
antigen levels®

Human MSCs*© Murine MSCs*
Marker  Surface + +/- - + +/- - References
type antigen?®
Positive Stro-1 7 1 2 0 0 0 4-7,66,82-84
CD13 5 0 0 1 0 1 2,12,84-87,89-90
CD29 5 0 0 11 0 0 2,12,63,84-87,90
CDh44 11 0 1 10 1 0 2,63,82,84-87,90-91
CD73 5 0 0 0 0 0 2,10,83-85
CD105 7 0 0 1 0 0 2,10,12,83-87
CD106 4 0 2 4 1 0 2,5,83-84,86-89
Negative CD11b 0 0 3 0 1 5 2,82,86-88,90
CD31 0 3 10 0 0 6 2,82,84-91
CD34 1 1 10 5 6 3 2,12,63,82,84-89,91
CD45 0 0 11 0 0 6 2,82,84-91
CD117 0 2 3 1 1 13 2,63,82,87-90
Variable  Sca-1 0 0 0 6 5 4 63,87-88,90
CD10 6 0 5 0 1 82,85-87,89
CD90 11 1 1 2 4 10 2,12,63,82,84-85,87-91
Flk-1 2 1 1 0 0 5 82,88-89

Kolf, E. et al.,Mesenchymal stromal cells: Biology of adult mesemahlystem cells, Arthritis Research Therapy, 9:204,
2007. Diese Tabelle zeigt die von Kolf, Tun etraithilfe von Antigenen untersuchten Oberflachenreadur Identifikation
mesenchymaler Stammzellen. Dabei bedeutet (+),dasdlarker weitgehend positiv auf der Zellobetfié@xprimiert
wurde, (+/-) bedeutet, er wurde leicht positiv éxpert und (-) bedeutet, er wurde negativ, d.hhhexprimiert. Es wurden
mesenchymale Stammzellen des Menschen und mesealehgtammzellen der Maus untersucht

Sie beschrieben eine Reihe von positiven MarkerrDadinition von mesenchymalen
Stammzellen. Dies ist zum einem Stro-1, welchesli@Bildung von CFU-Faktor (clony
forming factor) notwendig ist. Dieser Faktor fordeie Ausbildung mesenchymaler Zellrei-

hen. Das Oberflachenprotein Stro-1 verliert jedimch.aufe derin vitro-Kultivierung von

10
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mesenchymalen Stammzellen seine Aktivitato dass das gemeinsame Auftreten dieses
Markers mit CD106 oder VCAM-1 (Vascular cell adlmesmolecule-1) empfohlen wird.
Letzteres wird im Endothel von Blutgefal3en exprimiad ist fir Chemotaxis, Zelladhasion
und Signaltransduktion verantwortlich. Zellen, weddeide Marker gleichzeitig auf ihrer
Oberflache exprimieren, verfligen uber fir mesendaigrBtammzellen charakteristische Ei-
genschaften wie Multipotenz, hohe Teleomeraseaétiund Proliferation.

Jackson et al. wiesen nach, dass mehr als 95 ¥0VMl€s auf ihrer Zelloberflache CD 29

oder CD 105 oder beide Marker zusammen aufweisen.

Aufgrund der Schwierigkeit, einen eindeutigen pesit Marker fur Stammzellen zu finden,
wurde auch die Abwesenheit einiger Marker auf deer@®ache von mesenchymalen Stamm-
zellen als signifikant gewertet. Diese negativerrkdasind CD11, ein Oberflachenprotein
fur Zellen des Immunsystems, Glycophorin-a, eirersedythroiden Entwicklung und CD34,

ein Marker primitiver Zellen der hdmatopoetischeti2zihe.

Auf molekularer Ebene konnten zahlreiche Gene gifarwerden, deren Auspragung fur
mesenchymale Stammzellen spezifisch ist. Dies ls#igbielsweise die Gene Vimentin, con-
nective tissue growth factor, collagen Typ 1 alphd eucaryotic translation growth factor
lalpha.Die Expression dieser Gene wird zwar als molekuldeechweis bewertet, Gber die
Rolle dieser Gene bei Selbsterhalt oder Regenardao Stammzellen ist bis heute jedoch

wenig bekannt.

Somit ist unklar, ob diese charakteristischen Gerker ruhenden mesenchymalen Stamm-
zelle Versorgungsvorgange steuern oder aber aiksiean der Unterdriickung von Diffe-
renzierungsvorgangen und somit am Erhalt des wdifizierten Status beteiligt sind.

Noch immer herrscht kein Konsens dartber, ob alisgtich die proliferierenden, Fibrobla-
sten-ahnlichen Progenitorzellen aus dem Knochenalaresenchymale Stammzellen zu
betrachten sind, oder ob dies fur alle Zellen wit/che in der Lage sind, zu mesenchymalem
Bindegewebe zu differenzieren. Die Differenzierammgsenchymaler Stammzellen zu adipo-
genen, chondrogenen oder osteogenen Vorlauferaedlemn vitro durch unterschiedliche
Néahrmedien induziert und molekular durch die gestee Expression und Transkription von

differenzierungsspezifischen Genen bewirkt werden.

% Gronthos, S. et al, Molecular and cellular chamasation of highly purified stromal cells from hambone
marrow, Journal Cell Science, 2003
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1.4.1.2 Regenerierung und Erhalt der Stammzellen

Der Pool an undifferenzierten und pluripotentem®teellen befindet sich in einem steten
GleichgewichtDiejenigen Prozesse, welche zu einer konstanteeuerang der mesenchy-
malen Stammzellen fuhren, sind ebenso wie diejeniyezesse, welche eine Differenzierung
induzieren, noch weitgehend unerforscht.

Bei einem Vergleich der genetischen Profile vom8iaellen mesenchymalen, embryonalen
und hamatologischen Ursprungs zeigte sich eine figrupn Genen, welche allen drei Zell-
reihen gemeinsam ist. Es wurde vermutet, dass @ese fur den Erhalt der Zellen und das

Verbleiben in einem undifferenzierten und pluripaen Status verantwortlich sifig’*

Durch Arrayanalysen konnten diese fur die Erneuggumd den Erhalt des Stammzellenpools
relevanten Gene oct4, sox-2 und rex-1 quantitattensucht werdert. Diese Gene kodieren
Transkriptionsfaktoren, welche urspriinglich als kéarfir embryonale Stammzellen be-
zeichnet wurden. Sie werden jedoch auch auf eimdezadhl von mesenchymalen Stammzel-
len bei Sdugetieren exprimieRie Aktivierung dieser Gene unterdriickt die Expenaing

von jenen Genen, welche eine Differenzierung aesloErhalt und Regeneration mesenchy-
maler Stammzellen werden von extrazellularen Wachstaktoren wie u.a. fibroblast growth
factor, LIF (leukemia inhibiting factor,) und Fakém des wnt-Signalweges gesteuert. LIF und
der wnt-Signalweg regulieren nicht nur den Erhalt 8tammzellen, sondern auch die Funkti-

on von Osteoblasten und Osteoklasten.

Die Modulation des wnt-Signalweges aktiviert dielPeration von MSCs, hemmt jedoch
weithegend die osteogene Differenzierung. Peteesah®?untersuchten die Bedeutung der
Gene OCT4 (octamer binding transcription facfprsDX2 und NANOG fir den Erhalt des

Stammzellenpooles.

# Golan-Mashiach, M. et al., Design principle of g@xpression used by human stem cells: Implicdtion
pluripotency, FASEB, Januar 2005

%0 Suarez-Farinas, M. et al., Comparing independéerioarray studies: The case of human embryonic stem
cells, J Invest Dermatol., Marz 2008

3L Kolf, E. et al. Mesenchymal stromal cells: Biology of adult mesgmaal stem cells, Arthritis research
therapy, Februar 2007

32 peterson, C., Transcriptional dynamics of the gmic stem cell switch, Computational Biology, 2006
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LIF EGF
HGF PDGF
FGF(2) Wnt (3a)

Abbildung 3 Erneuerung und Differenzierung mesenchymaler Stammellen

Kolf, E. et al.,Mesenchyma stromal cells: Biology of adult mesendhlystem cells, Arthritis Research Therapy, 9:204,
2007. Extrazellulare Faktoren, darunter Zytokind Wiachstumsfaktoren, welche direvitro Regeneration von
mesenchymalen Stammzellen fordern oder erhaltehldff leukemia inhibitory factor; EGF, epidermabgith factor;
HGF, hepatocyte growth factor; PDGF, platelet-dsdligrowth factor; FGF, fibroblast growth factor.rDiaer hinaus sind
diejenigen Gene, welche charakteristisch fir déraEdes mesenchymalen Stammzellenpooles sindstefigeoct-4, sox-
2, and rex-1.Die potentiellen, ausdifferenziertefieh, welche u. a. durch CFU-F colony forming dititoblast; aus me-
senchymalen Stammzellen entstehen kénnen sindomdttblasten; o, Osteoblasten; a, Adipozyt; m, Mastien; cm, Car-
dio-Myoblasten; t, Tendoblasten

Sind diese Transkriptionsfaktoren aktiviert, werdigsn fir Erhalt und Proliferation der
Stammzelle relevanten Gene aktiviert. Diejenigenésavelche eine Differenzierung induzie-
ren konnten, werden wahrenddessen ,ausgesch@tatiit konnen durch die 0. g. Gene bzw.
durch die sie kodierenden Transkriptionsfaktorenfdr den weiteren Entwicklungsverlauf

der Zelle relevanten Gene reguliert werden.

Bei embryonalen Stammzellen konnte eine wesenthctere Anzahl an exprimierten Genen

nachgewiesen werden als bei in Differenzierungioefndlichen Progenitorzellen.

Bei bereits vollstandig ausdifferenzierten Zellemrge eine noch geringere Anzahl von ex-

primierten Genen gefunden, als dies bei Progemtierz der Fall war.

13
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Golan-Mashiach et al. formulierten die Hypothesessdembryonale Stammzellen die geneti-
schen Voraussetzungen fur eine Vielzahl an moghdbawicklungsrichtungen bereit halten.
In Progenitorzellen, welche sich auf dem Wege #Hterénzierten Zelle befinden, ist bereits

eine Vielzahl dieser fur eine mogliche Entwicklurgreit stehenden Gene supprimiert.

Sie kdnnen jedoch durch eine Veranderung des extdvhlieus und eine Ruckkehr der Pro-

genitorzelle in einen undifferenzierten und plutgrden Status erneut exprimiert werden.

An embryonalen Stammzellen wurde des Weiteren geziass im undifferenzierten Stadi-
um zahlreiche Gene vorliegen. Diese sind jedochimgeringem Ausmall reguliert und wer-
den von anderen, Uibergeordneten Genen, welchesgazéelle Differenzierung dieser em-
bryonalen Stammzellen verhindern, an ihrer verneehiRegulation gehindert. Wird durch
aul3ere Faktoren ein Differenzierungsprozess irits® werden zunachst diejenigen tGberge-
ordneten Gene, welche die Differenzierung inhilnene zunehmend geringerem Ausmalf
reguliert. Diejenigen Gene, welche fur die entspeade Differenzierung charakteristisch
sind, werden jedoch in verstarktem Ausmal3 reguliert

Als Schlussfolgerung daraus formulierten Golan-Mashet al. die Hypothese, dass das ge-
netische Programm der Stammzellen zwei Gegenséteme: Einerseits das Potential zum
Verbleib im nichtdifferenzierten und unmittelbauppotenten Stadium, die ,Just-in-case”
Strategie, andererseits die Mdglichkeit, zu ein@stilmmten Zeitpunkt benotigte Gene genau
an diesem Zeitpunkt zu exprimieren, die ,, Justiimet’ Strategie.

Hierbei ist auf molekularer Ebene eine grof3e Anzahl Genen zu finden, welche verschie-
dene Differenzierungsrichtungen initiieren und sarmi unterschiedlichen Zellentwicklungen
fuhren konnenGleichzeitig folgt die Stammzelle der Strategid, @@m Wege zur voll aus-
differenzierten Zelle die daftr notwendigen Genestékt, alle anderen jedoch vermindert zu
regulieren.

Diejenigen Gene, welche fir den Erhalt des nictiédinzierten Zustandes verantwortlich

sind, werden im Verlauf des Differenzierungsproeessusgeschaltet.

Embryonale Stammzellen besitzen somit die Eigerigditzer eine grol3e Anzahl von Genen
fur eine mdgliche Differenzierung zu verfligen, di@ber nur bei Bedarf zu aktivieren und

ansonsten in einem gering ausgepragten Ruhezustaeid zu halten.
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1.4.2 Differenzierung von MSCs

Differenzierung bedeutet die Auspragung einer besten Zellart, z. B. Osteoblasten oder
Adipozyten. Diese Zellen weisen eine fur sie chamadtische Morphologie sowie ein defi-
niertes genetisches Muster und spezifische Obb&dt&narker auf.

Die Mechanismen, welche dartiber bestimmen, ob&tiaemzelle weitere Stammzellen pro-
duziert oder aber sich zu einem bestimmten Zeltygdifferenziert, sind weitgehend unbe-

kannt.

Zwar sind bereits einige der Mechanismen, welchex die weitere Entwicklung einer
Stammzelle entscheiden, erforscht, dennoch sindentan zahlreiche Details tiber diese

Vorgange unbekannt.

Als Ausldser der Differenzierung werden genetisictiermationen der Ursprungszelle und
exogene Faktoren diskutiert. Aus mesenchymalen8iaathen entstandene Progenitorzellen,
welche bereits eine bestimmte Differenzierungsucpteingeschlagen haben, kénnen sich zu
Zellen einer anderen Zellreihe umwandeln. Dies lgebt Gber Zwischenschritte, De-

Differenzierung und darauf folgende Re-Differenarey bzw. Transdifferenzierung.

In den folgenden Abschnitten werden flr die Difffiezierung wichtige und bereits bekannte

Prozesse am Beispiel der osteogene und der adipod@fierenzierung erlautert werden.
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Abbildung 4 Schema der Differenzierung mesenchymaler Stammaeh

Bobis S., Jarocha D., Majka M. Department of Traasaition, Polish-American Institute of Pediatritagiellonian
University Medical College, Cracow, Poland. FOLIASTIOCHEMICA ET CYTOBIOLOGICA, Vol. 44, No. 4, 2006, pp.
215-230; Schema der Differenzierung mesenchymadeni®@zellen zu den drei Zellreihen Osteoblasten, Gtamyten und
Adipozyten. In den oberen Boxen sind diejenigentéiak, welche die jeweilige Entwicklungsrichtunguzieren darge-
stellt, in den unteren Boxen die wichtigsten Traimlansfaktoren. Durch Pfeile sind zelltypspezifisdNachweise darge-
stellt.

Abkilrzungen: R-gp -B-Glycerophosphate; Asc — Asosire; Dex -Dexamethason; TGHflansforming growth factor-R3;
IBMX -Isobutylmethylxanthin; Indo -Indomethacin; PRA2 -Peroxisomen proliferationsaktivierter Rezep@rNAFT-p —
Nuclear factor of activated T cell; LPL — Lipoprite.ipase; ay2 -Fettsdurebindung

1.4.2.1 Osteogene Differenzierung

Osteoblasten gehen aus mesenchymalen Stammzetlem.H2ie Knochenbildung findet
nicht nur in einem im Wachstum befindlichen Orgamis statt, sondern ist ein lebenslanger
Prozess. Dieser wird durch das Zusammenspiel zelmnreFaktoren gesteuert.
Knochenzellen entstehen aus mesenchymalen Stanemzelh spezielles Nahrmedium in-
duziertin vitro die Bildung von Osteoblastenprogenitorzellen usteGblasten.

Dieses Nahrmedium enthalt Dexamethason, Ascorhieb&phosphat und 13-

Glycerolphosphat.
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Datta et al. zeigten, dass nach Entfernen vonkidtitzierten Osteoblasten die auf einem Ti-
taniumgerist verbliebene extrazellulare Knochenmbi im Anschluss dort exponierten
MSCs die Expression osteogener MarkersubstanzeAladische Phosphatase und Calci-
umablagerungen férderte. Somit muss eine ostedg#éieeenzierung dieser Stammzellen

stattgefunden haben.

Osteogenese lasst sich makroskopisch durch misieradi Ablagerungen sowie laborche-
misch durch eine erhdhte Aktivitat des Enzymes Bdkhe Phophatase nachweisen. Das Pro-
tein BMP (Bone morphogenic protein) wurde 1965 Wrist® erstmals beschrieben. Es weist
auf das Vorhandensein von Osteoblasten bzw. aafezimdhte osteogene Aktivitat hin. BMP
induziert die Knochenbildung aus mesenchymalen Bizetien und spielt bei der Ausdiffe-

renzierung von Muskel-und Knochenzellen eine Rolle.

% Datta, N. et al., Effect of bone extracellular rxasynthesized in vitro on osteoblastic differatitin of
marrow stromal cells, Biomaterials, 2005

3 Urist, M. R., Bone: formation by autoinduction,i@we, 150(698): 893-9, 1965
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Abbildung 5 Histologischer Nachweis osteogener und adipogenBifferenzierung durch Féarbung

Birgit Kulterer et al., , Genetisches Expression$ipkmn humanen MSCs der Expansion und Osteoblasggreration”
BMC Genomics, Expression profiling of human mesendiystem cells derived from bone marrow during espamand
osteoblast differentiation

Auf molekularer Ebene werden osteogene Prozessé @ixpression und Translation spezifi-
scher Gene nachgewiesen. Diese Gene sind u.abQst#all, Osteopontin, Osteocalcin und
Bone Sialoproteiri®

Ein weiterer bedeutender Regulator der osteogeifér&nzierung ist der Transkriptionsfak-
tor Runx2. Dieser wird durch das osteogene Markerprotein BNBhe morphogenic prote-
in2) aktiviert und tragt ebenfalls zu Bildung vost@oblasten bei. Das aktivierte Genprodukt

von Runx2 induziert die Exprimierung zahlreicherdie Osteogenese relevanter Gene wie

% Friedman, M.S. et al., Osteogenic differentiatidimuman mesenchymal stem cells is regulated bg bon
morphogenic protein-6, J cell Biochem., 2006
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Osteocalcin, Typ 1 Kollagen und Alkalische Phosabat Runx2 selbst kann wiederum durch
das Zytokin TNF alpha (Tumornekrosefaktor alpha&yematisch inaktiviert werden. TNF
alpha wird mit entziindungsvermitteltem Knochenahdsoziiert. Homozygote Runx2
Knock-out Mause entwickeln keinerlei Knochenstru&tuund sind nicht lebensfahig. Hete-
rozygote Tiere hingegen sind lebensfahig, weisdage die auch beim Menschen bekannte
und alscleidocranial dysplasidezeichnete Storung der Knochenbildung und Ausngif

auf3 Noda et af’ wiesen nach, dass Runx2 fiir den Erhalt der Knadlasee in Ruhephasen

ohne mechanischen Stimulus des Knochens von Batgigu

Auch das GeBX5 (T-box transcription factor Spielt bei der osteogenen Differenzierung
eine entscheidende Rolle. Durch Rezeptorbindungiektes das osteogene Zielge6F10
(Fibroblast growth factor). Ein bereits erforscHsehalter der unipolaren osteogenen Diffe-
renzierung mesenchymaler Stammzellen ist der ink&m®@l befindliche Rezeptor TAZ
(Transcriptional coactivator with PDZ-bindin motifpurch Interaktion mit diesem wird die
Aktivierung osteogener Gene wie Runx und Thx5 gididrund gleichzeitig die adipogene
Differenzierung durch PRAR gamma (Peroxisome peadifor-activated receptor gamma)

gehemmit.

Auch die sich verandernde Expression des fur deogene Differenzierung spezifischen
Markergenes Alkalische Phosphatase konnte mitt€l®RR im Verlauf des Differenzie-
rungsprozesses verfolgt werd&abei zeigte sich, dass die Expression ab dem haely
Induktion der Differenzierung anstieg, ab dem 1dg jedoch wieder sank. Somit scheint
dieses Gen zu Beginn der Differenzierung eine Rallspielen, im spéateren Prozess jedoch

keine weitere Funktion mehr zu tbernehmen.

Das GerMSX2 konnte in Osteoprogenitorzellen nachgewiesen wendel wird wahrend des
gesamten Differenzierungsprozesses verstarkt eigtint seine genaue Funktion ist jedoch
noch nicht geklart.

ID4 ist ein weiteres Gen, dessen Bedeutung bei deo@shese bisher erst teilweise er-
forscht wurde. Es hat eine Ruckkopplungsfunktiandié Markerproteine BMP2, BMP6 und

% Mundlos S. et al., Mutations involving the trarigtion factor CBFA1 causing cleidocranial dysplagiall,
1997

%" Noda, M. et al., Runx2 is a target of mechanicdbading to alter osteoblastic activity and bonerfation in
vivo, Endocrinology, 2005

3 Kulterer B. et al., Gene expression profiling affan mesenchymal stem cells during expansion and
osteoblast degeneneration, BMC Genomics, 2007
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BMP8 und kann somit regulierend auf die Osteogengsden. Es zahlt zu einer Reihe von
Transkriptionsfaktoren, welche die Bindung oste@géiranskriptionsfaktoren an die DNA
hemmen. Um den Fortschritt des osteogenen Diffegaunzgsprozesses nicht zu beenden,

muss folglich die Expression dieses Genes ID4 vaatert sein.

Auch das GelsORT1 (Sortilinl) wurde mit osteogenen Prozessen in Zusanhang ge-
bracht, seine Bedeutung hierbei jedoch ebenfalth micht endgultig geklart. Das Genpro-
dukt Sortilinl ist ein urspringlich im Gehirn isaties, jedoch ubiquitar vorkommendes Gly-
koprotein, welches die Ausbildung extrazellulareathk zu férdern scheinks konnte
nachgewiesen werden, dass dieses Gen wahrendtdegesen Differenzierung in unter-
schiedlichem Ausmal3 exprimiert wird und dass eseiner Expression ein &hnliches Muster
wie die gut erforschten osteogenen Gene Alkaligtiesphatase und BMPs zeigt. Somit wird

eine Ahnlichkeit in Bedeutung und Wirkung mit diedeeiden Genen diskutiert.

1.4.2.2 Adipogene Differenzierung

Adipozyten bilden das Fettgewebe des Korpers utatedren ebenfalls aus MSCs. Auch die
adipogene Differenzierung wiid vitro durch ein spezielles Medium initiiert. Dieses éiith
Dexamethason, Insulin und eine PPAR-gamma wirksanfstanz. Fir die Adipogenese ver-
antwortliche Gene sind PPAR-gamma, C/EBP-alpha-betl -gamma (CAAD enhancer
binding proteins).

PRAR gamma ist der fir die Adipogenese entscheel&wtjulator. Durch ihn wird die adi-

pogene Differenzierung gefordert, die osteogengdgen gehemmt.

C/ EBP beta und gamma sind Marker der friihen aéipeqg Differenzierung, C/ EBP alpha
und PPAR gamma hingegen weisen die spate Phag&eftd¥enzierung bzw. der ausdiffe-
renzierten Adipozyte nach. Weitere adipozytensjsetié Proteine sind Leptin und Adipsh.
Die erfolgreiche Differenzierung von Adipozyten @imikroskopisch durch lipidgefillte in-
trazellulare Tropfchen nachgewiesen. Der enzyntagidtachweis von Glycerol-3-phosphat-
Dehydrogenase gilt als Marker fur ausdifferenziédégozyten.

%9 Evan, D. et al., C/EBP alpha induces adipogenkgrisigh PRARYy: a unified pathway, Genes and
development, 2001

20



Einleitung

Die fur die Adipogenese spezifischen oben genan@te sind auf molekularer Ebene in
ihrer quantitativen Expression mittels RT-PCR naeistar’’

1.4.3 Transdifferenzierung

Transdifferenzierung bedeutet die Umwandlung edtiisrenzierten Zelltyps in einen ande-
ren, ebenfalls differenzierten Zelltyp??

Der Begriff Transdifferenzierung wurde von Okadamget: **

Dabei wurden folgende Kriterien bestimmt: Jede Ydeiung der Zellmorphologie muss
durch Veranderungen auf molekularer Ebene verutseetden und die beiden Zellreihen
klar voneinander unterscheiden, au3erdem mussda Belltypen in einem genetischen
Verwandtschaftsverhaltnis zueinander steffen.

Konkret bedeutet dies, dass sich z.B. Knochenzelleoh veranderte exogene Bedingungen
in Fettzellen umwandeln. Zahlreiche degenerativz&sse des Organismus beruhen auf sol-

chen Umwandlungsprozessen eines Zelltypes in eindaren.

Dabei wird auf dem Weg von der differenzierten &lin zu einer Zelle anderer Auspragung
ein Stadium der De-Differenzierung durchlaufen.

Park et al*® wiesen nach, dass Adipozyten aus dem adulten 6irgas in der Lage sind, zu
de-differenzieren und anschlie3end erneut sowoldipozyten als auch zu Osteoblasten zu

differenzieren bzw. zu transdifferenzieren.

40 Neubauer, M. et al., Adipose tissue engineerirgpban mesenchymal stem cells and basic fibrogtasith
factor in vitro, Tissue engineering, 2005

“ Tosh, D. et al., Cells change their phenotype, Rav. Mol., Cell. Biology, 2002

“2Slack J.M. and Tosh, D., Transdifferentiation ametaplasia: switching off cell types, Curr. OpirerGDev.,
2001

3 Okada, T. S., Transdifferentiation: Flexibility ¢ell differentiation, Oxford Clarendon Press, 1991

“Okada, T. S., Lens studies continue to providdrgarks of embryology (developmental biology),
J Bioscience 25, 133-141, 2000

“Burke, Z.D. and Tosh, D., Therapeutical potentfatansdifferentiated cells, Clinical science 1889-321.,
2005

“®park, S.R. et al., Interconversion potential oheld human marrow adipocytesvitro, Bone, 1999
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Dieses Phdnomen der De-Differenzierung, welche3 dersdifferenzierung voran schreitet,
wurde von Tagami et al. bestatitftDurch Entzug der die Differenzierung triggernd¢ima-
li wurden Adipozyten sowohl auf struktureller alsch auf molekularer Ebene erneut in den

Status mesenchymaler Stammzellen zurlck gefuhrt.

Auch Song und Tuan et #kzeigten, dass adulte hMSCs nach Abschluss ihrevigkiting zu
einem bestimmten Zelltyp durch veranderte extealédfen charakteristische Merkmale
anderer Zellen ausbilden kénnen. Bevor Merkmalereamderen Zellart nachweisbar waren,
musste jedoch zunachst ein undifferenziertes Stadier entsprechenden Zellen erreicht

werden.

Durch Beobachtung der Genexpression bereits aassliizierter Zellen konnte gezeigt wer-
den, dass diese Zellen durch exogene Stimuli ZeZeines anderen Typus umgewandelt

werden konnten.

Die molekularen Muster von undifferenzierten adul¢SCs, ausdifferenzierten Osteobla-
sten, Chondrozyten und Adipozyten, sowie die dey. dedifferenzierten Zellen wurden mit-
einander verglicherburch diese Analyse konnten zwei Sorten von Geméerschieden
werden: Gene, welche fir den Erhalt der undiffelenten Stammzellen wichtig sind und
wahrend der Differenzierung vermindert reguliendsiwéhrend der De-Differenzierung je-
doch vermehrt exprimiert werden. In der Untersugwon Song, Tuan et al. zeigten die de-
differenzierten Zellen erwartungsgemal ein Genegowasmuster, welches weitgehend mit

demjenigen der urspriinglichen hMSCs Uberein stimmte

" Tagumi, M et al., Genetic und ultrastructural destoatation of strong reversibilitiy in human mesieymal
stem cells, Cell tissue reg., 2003

“8Song, L. and Tuan, R.S., Transdifferentiation ptié of human mesenchymal stem cells derived foome
marrow, FASEB Journal, 2004
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1.5 Rolle unbekannter Gene bei der Transdifferenzieing

Unbekannte oder auch hypothetische Gene sind @ehehe in ihrer Sequenz zwar weitge-
hend entschlisselt, jedoch noch nicht in jederedmen Basenpaarabfolge endgultig gesichert
sind. Uber diese Gene ist nichts oder nur wenigbek Zu einzelnen von ihnen existieren
bereits Eintrage in Datenbanken. Durch Arrayanalysan die Regulation oder Verdnderung
derselben bei einer bestimmten Fragestellung ureinam festgelegten Zeitpunkt festgestellt

werden.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurden Gene, welchedegiTransdifferenzierung von Adipozy-
ten zu Osteoblasten und von Osteoblasten zu Adippaine moglicherweise entscheidende
Funktion inne haben, untersucht.

Dazu wurden von der Arbeitsgruppe Schiitze am Oétiisphen Zentrum fir Muskuloskelet-
tale Forschung der Universitat Wirzburg aus Huftebpwelche bei elektiven Operationen
entnommen wurden, MSCs isoliert. Diese MSCs wurdlech ein entsprechendes Nahrme-
dium in einen Differenzierungsprozess gebracht. Teihder Zellen wurde osteogen differen-

ziert, der andere Teil adipogen.

Darlber hinaus wurde erneut ein Teil dieser Zeadkerth Nahrmediumswechsel in die jeweils
andere Entwicklungsrichtung - entweder adipogetter @steogen transdifferenziert. Aus
denjenigen Zellen, welche sich in einem durch & Baktoren induzierten Differenzierungs-
prozess befanden, ebenso wie aus denjenigen Ze#dehe sich in einem ebenfalls durch
aul3ere Faktoren induzierten Transdifferenzieruraygss befanden, wurde zu zwei Zeitpunk-
ten RNA isoliert. Auch das Isolieren und Expandeire Zellkultur sowie die Differenzierung

und Transdifferenzierung wurde im Vorfeld von debéitsgruppe Schiitze durchgefuhrt.

Durch Arrayanalysen wurde die Genexpression deeijegegn Zellen zu diesen Zeitpunkten
im Verlauf des Transdifferenzierungsprozesses toesti Die Durchfiihrung der Arrayanaly-

sen erfolgte durch die Arbeitsgruppe Klein Hitpaft lastitut flr Zellbiologie der Universitat
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Essen, die Auswertung der Resultate erfolgte diticdrbeiter der Arbeitsgruppe Kifner der
Lehr- und Forschungseinheit Bioinformatik am Lehingtftr Informatik der LMU Minchen.

Bei dieser Auswertung fanden sich zahlreiche Geme&he in der einen Transdifferenzie-
rungsrichtung signifikant vermehrt, in der gegefifen Richtung jedoch signifikant vermin-
dert reguliert wurden. Die Arrayanalysen wurdendemdolt und eine Rangliste mit folgenden
Kriterien erstellt: Gegenlaufige Genexpressiorgvahte, d.h. mindestens 2,5-fache Verande-
rung derselben und Reproduzierbarkeit der gewormEngebnisse. Bei einigen der Gene
dieser Rangliste handelte es sich um bisher uninédasogenannte hypothetische Gene. Die
am hochsten bewerteten Genkandidaten wurden austjew@ die vorliegenden Ergebnisse

des Array mittels RT-PCRu reevaluieren.

Als erster Schritt der vorliegenden Arbeit wurdeithitfe der Seite http://frodo.wi.mit.edu/
Primer zu den entsprechenden Genkandidaten hesaudgeDie Spezifitat dieser Primer

wurde mithilfe der Seite http://www.ncbi.nlm.nihwgblast/bl2seq/wblast2.cgi tberpruift.

Anschlief3end sollten mithilfe dieser Primer die téen ausgewahlten Genkandidaten bereits
im Array gefunden Ergebnisse mittels RT-PCR uneé&uswertung erneut bestatigt oder

aber Abweichungen von diesen bereits gewonnen Biggn festgestellt werden.
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2. Material und Methoden
2.1 RNA-Isolation

Aus humanen Huftkdpfen wurden im Zuge elektiverdéiffie mesenchymale Stammzellen
isoliert undin vitro bis zur Konfluenz expandiert. Anschliel3end erlgine unterschiedliche
Weiterbehandlung dieser zunéchst undifferenziefedlen.Durch Inkubation im osteogenem
bzw. adipogenem Differenzierungsmedium wurde digeBenzierung zu Osteoblasten bzw.
Adipozyten angestol3en. Bei einem Teil dieser Zellarde durch einen Wechsel des Diffe-

renzierungsmediums eine Transdifferenzierung irettizi

Die 0. g. mesenchymalen Stammzellen wurden in scivegdlichen Stadien der Differenzie-
rung bzw. Transdifferenzierung aus der Zellkulmim@mmen und ihre jeweilige RNA iso-
liert. Die fur diese Arbeit benétigten Proben wurdeereits im Vorfeld als isolierte und ge-
reinigte RNA zur Verfiigung gestellt.

Eine ausfihrliche Beschreibung der RNA-Proben gtfioh Kapitel 3.1.

2.2 cDNA-Synthese

Aus der RNA wurde zum Zweck der PCR-Etablierung éDdeschriebenEs wurden insge-
samt 11 unterschiedliche RNA-Proben eingesBiziwvurden jeweils 9 ul autoklaviertes
HPLC-Wasser (Karl Roth GmbH, Karlsruhe)lirb ml-Reaktionsgefale vorgelegt und 2 pl
der jeweiligen RNA-Suspension zugegeben, so daksegit Gesamtvolumen von 11 ul ergab.
Zu jeder Losung wurde 1 pl (1png/ul) Random-HexafBesline GmbH, Luckenwalde) sowie
1 pul 10 mM dNTPs (Bioline GmbH,Luckenwalde) gegeligie ReaktionsgefalRe mit der
Loésung wurden im Heizblock 10 min lang bei 70 °@vgemt,danach 5 min auf Eis gekuihlt
und kurz zentrifugiertZu jeder Probe wurden 7 pl PCR-Reaktionsmix, bestéfaus jeweils
2,75 pul HPLC-Wasser, 0,25 pl Reverse Transkript@ssdine GmbH, Luckenwalde) sowie 4
ul Puffer (Bioline GmbH, Luckenwalde) hinzugefugidudie Lésung mithilfe eines Vortex-
gerates gemischt.
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Anschlie3end wurde diese Losung bei Raumtempet@tanin sowie im Heizblock fiir 50
min bei 42°C und weitere 15 min bei 70° inkubi@mschlie3end wurden jeweils 20 pl

HPLC-Wasser hinzugefugt. Das Endvolumen jeder cCébe betrug 50 pl.
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2.3 Semiquantitative PCR
2.3.1 Normalisierung mit EF1 alpha-PCR

Um die Effizienz der cDNA-Synthese fir die verscl@een Proben zu priufen, wurde vor
Beginn der Experimente mit den ausgewahlten Primaachallen elf cDNA Proben eine PCR
mit dem in allen Zellen in gleichem Ausmal} exprir@e Haushaltsgen EF1-alpha durchge-
fuhrt.

Die Losungen der sense- und anti-sense PrimerifBi@mbH, Luckenwalde) wurden aus je
5 pl Primerstocklosung (100 pmol/pl) und 95 pul HPA@sser hergestellt. Es wurde je 1 pl
cDNA sowie eine Negativkontrolle mit jeweils 1 pPHC-Wasser in ein PCR-
Reaktionsgefal3 geflllt und zu jeder Probe 29 ul fReRktionsmix gegeben. Dieser bestand
je Probe aus 22,7 ul HPLC-Wasser, 3ul 10x Puffen] 10mM dNTPs, je 1ul (5 pmol/ul)

der Primerl6ésung des sense- und des anti-senseraowie 0,3 pl (5000 U/ml) Tag-
Polymerase (Bioline GmbH, Luckenwalde). Die PCR-iRtien wurden anschlieRend in einer
Fugeone-Zentrifuge zentrifugiert und nach folgend@agramm in dem auf 94°C vorgeheiz-
ten Thermocycler (PTC-200 Peltier thermal cyclaozgm GmbH, Hessisch Oldendorf) in-
kubiert.

Tabelle 2:Ablauf der PCR

Schritt Temperatur in T Zeit in min
1 94 3
2 94 0,5
3 Annealing Temperatur 1
4 72 1
5 Gehe zu Schritt 2 X Wiederholungen
6 72 5
7 12 unendlich

3 Annealing Temperatur wurde fiir jeden Primer irdliell festgelegt; 5 Go to Stepp 2 bedeutet diel@ykahl, die ebenfalls
fur jeden Primer individuell festgelegt wurde.
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In Schritt 1 wurden die PCR-R6hrchen 3,5 min in garh94°C vorgeheizten Thermocycler
inkubiert. In dieser Phase wurde ein Aufbrecheni¢A-Doppelbindung erreichtm nach-
sten Schritt wurde das Geréat auf die jeweilige Aating Temperatur bzw. wenige Grad Cel-
sius darunter eingestellt, bei welcher die sensd-anti-sense Primer spezifisch an den kom-
plementaren Bereich der DNA-Einzelstrange bindeand2h erfolgte bei 72 °C eine Minute
lang die Elongation der begonnenen PCR-Produktelarauf folgenden Schritt begann ein
neuer Zyklus bei Schritt 1. Dies wiederholte siaksprechend der erwiinschten Zyklenzahl.
Nach Beendigung des letzten Zyklus erfolgte ereeg dreiminltige Inkubation bei 72°C.
Wahrend dieser Zeit konnten unvollstandige PCR-&ktedvervollstandigt werden.

Im letzten Schritt wurden die entstandenen PCRtedauf 12 °C gekihlt und bis zum ma-

nuellen Beenden des Programms bei dieser Tempgethaiten.

2.3.2 Etablierung der PCR der hypothetischen Gene ithilfe von spezifischen Primern

Alle ausgewahlten Primer (siehe Ergebnisteil 3.@)den mit den elf cDNA Proben nach
dem oben beschriebenen Verfahren der PCR zugel#stWeiteren wurde eine Negativ-
kontrolle zum Ausschluss von Kontamination durciipef. Um die PCR fir ein bestimmtes,
durch einen ausgewahlten Primer hergestelltes RG&UIRL zu etablieren, wurde eine RNA
Probe ausgewabhlt, welche im Array fur das jeweitigezustellende Gen eine starke Expres-
sion zeigte. Zunachst wurde eine Annealing Tempea. 5°C unter der Schmelztemperatur
gewahlt und die Zyklenzahl auf 40 eingestellt. Anief3end erfolgte je nach Ergebnis eine
Veranderung der Zyklenzahl oder der Temperatur ngit darstellbaren oder sehr schwa-
chen PCR-Banden im Gelbild wurde das Hilfsmittel 8® (Dimethylsulfoxid) eingesetzt,

um die Brucken zwischen den einzelnen Basenpaarsprengen und die Bindung der Pri-

mer an die DNA zu erleichtern.
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2.4 Densitometrische Auswertung
2.4.1 Ladepuffer

Es wurden 1,1 pl 10-x Ladepuffer in ein PCR-Rohnchergelegt, dazu 9,9 ul der jeweiligen,
durch RT-PCR entstandenen PCR-Produkte beigefishtlaninhalt der Réhrchen anschlie-
Rend mithilfe eines Vortex Gerates durchmischt. Tiek Ladepuffer bestand aus 3 ml Gly-
cerol (absolut), 2 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0), 1 ml 1S, 5 mg Bromphenolblau (SIGMA-

Aldrich Chemie, Steinheim), 5mg Xylencyanol sowmiess @ ml Aqua dest.

2.4.2 Agarose-Gele

2 g Agarose (SeaKem, Rockland, USA) wurde in 10@achendem, 0,5x TBE-Puffer gelost,
nach kurzem Abkihlen 5 pl Ethidiumbromid hinzugefiigd das flissige Gel in speziellen
GielRvorrichtungen durch mindestens 30 Minuten lamgekiihlen zum Erstarren gebracht. In
die durch Kdmme entstandenen Taschen wurden 1€rjaus Ladepuffer und PCR-Produkt
bestehenden Lsung sowie die PCR-NegativkontrafieStelle von cDNA wurde HPLC-
Wasser fur die PCR eingesetzt) eingefiigt, in diéeeFasche wurden 5 pl 100 bp DNA-Leiter
gefullt.

2.4.3 Basenpaarleiter
Es wurden 100 pl einer 100 bp DNA-Leiter (Peglabt&hnologie GmbH, Erlangen), 100 ul
6-x Ladepuffer (Peglab Biotechnologie GmbH, Erlarjgend 400 ul EDTA 50 mM pH 8,0

gemischt.
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2.4.4 Gelelektrophorese

Das beladene Gel wurde in der Gelkammer mit 0, BE-Puffer bedeckt. Durch Anlegen
einer Gleichstromspannung von 145 V Uber circa #bwanderten die PCR-Produkte in
Richtung Pluspol. AnschlieRend wurde das Gel iercV-Kammer (LTF Bio ID, LTF,
Wasserburg) belichtet und das Bild gespeicherghdief3end erfolgte mithilfe eines Compu-
terprogrammes die Umrechnung der Intensitat infalérte. Im Laborjournal wurde ein
Bild der aufgenommenen Gelbanden dokumentiertimensitat der jeweilig dokumentierten
Gelbande wurden mit der entsprechenden Bande deshBlidssgenes EF1-alpha abgeglichen.

Genauere Erlauterungen hierzu folgen im Ergebhistei
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2.5 Sequenzierung
2.5.1 Sequenzierungs-PCR

Fur jeden Genkandidaten wurde je ein PCR-Produigives eine Bande mittlerer Intensitat
aufwies, ausgewahlt. Es wurde je 1 ul PCR-Produkin PCR-Rdhrchen vorgelegt und 19
plI PCR-Reaktionsmixeigefligt. Dieser setzte sich zusammen aus 4 |fB2lter Big Dye
Terminator Ready Reaction Mix (Applied Biosystenmlik, Darmstadt), 2 ul Big Dye Se-
quenzing Buffer (Applied Biosystems GmbH, Darmsyatiul Primer ( 5 pmol/ul) entweder
sense oder antisense (Operon GmbH, Kdln), 1-2 [R-P@dukt (cDNA), 11-12 ul HPLC-
Wasser (Karl Roth GmbH, Karlsruhe).

Die zur Sequenzierung ausgewahlten PCR-Proben wundater folgenden Bedingungen im

Thermocycler inkubiert:

Tabelle 3:PCR zur Sequenzierung

Schritt Temperatur in T Dauer in sec
1 94 240
2 94 30
3 50 60
4 60 60

5 Schritt 1 - 4 24-mal wiederholen

5 72 300

6 12 unendlich

Die PCR Bedingungen wurden analog zu Kapitel 28rthgefuhrt.

2.5.2 Aufreinigung
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Die entstandenen PCR-Produkte wurden mit Hilfe speziellen Saulen (NucleoSeq, Mache-
rey und Nagel GmbH, Duren) von freien Nukleotidew anderen Bestandteilen des PCR-

Reaktionsmixes gereinigt.

Diese Saulen wurden zunachst mit Auffangrohrcheselreen und 30 s lang bei 3500 U/min
zentrifugiert, um das trockene Gel in der Sdulsammeln.

Anschlie3end wurden 600 pl HPLC-Wasser in jedegéi@m gefillt, diese kurz mithilfe
eines Vortex Gerates geschittelt und die Saulefiristhluss daran mindestens 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert, um das Gel aufquellelagsenNach mehrfachem Invertieren
der Gelmatrix wurde der Verschluss am unteren Eedé&aule abgebrochen und die Séaulen
anschlie3end erneut in ein Auffangrohrchen platzEmin bei 3500 U/min zentrifugiert und

das Auffangréhrchen mit dem ,Lagerungspuffer* verign.

Die Saule wurde in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal? gésiand max. 20 pl des gewonnenen Se-
guenzierungs-PCR-Produktes (siehe Kapitel 2.6opfenweise auf die Mitte der Saule gege-
ben, anschlielRend wurde erneut 5 min bei 3500 Uzaimtrifugiert. Danach wurde die Saule

verworfen.

2.5.3 Ethanolfallung

Nach der Reinigung tber die Saule wurdeast mit dem Sequenzierungs-PCR-Produkt
mit 3 ul 3M Na-Acetat (pH 4,3) und 80 ul 100% Etbbversetzt, der Inhalt der Reaktionsge-
falRe mithilfe eines Vortexgerates gemisghtl 15 min bei Raumtemperaturen inkubiert. Da-
nach wurden die ReaktionsgefaRe 20 min bei 1306@riZentrifugiert. Der Uberstand wur-
de abgenommen und zu den im Gefal} verbliebeneet®@INA-Partikel) jeweils 250 ul

70% unvergallter Ethanol gegeben. Die L6sung wa@ein bei 13000 U/min zentrifugiert,
der Uberstand erneut abgenommen und die Pelletsffieaiem Deckel der Reaktionsgefalie
ca. 5 min lang getrocknednschlieRend wurde jedes Pellet in 15 pl Templa&gu8ncing-
Reagenz (Applied BiosystemsGmbH, Darmstadt) gelddtdie Suspension in ein Sequenzie-
rungsgefald der Firma Applied Biosysytems gegebenSBquenzierungsgefalie wurden im
Thermocycler zur Denaturierung der DNA fur 4 min &€ °C inkubiert und die Proben zum
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Abklhlen 2 bis 3 min auf Eis gelagert und im Anséhtlaran in das Sequenzierungsgeréat
(Abi Prism 310 Genetic Analyzer, Applied Biosyste@mbH, Darmstadt) gestellt.

2.5.4 Sequenzierung

Die Resultate der Sequenzierungs-PCR wurden ndtgitfer speziellen Software (Biocapt

MV) analysiert.

Die Homepage http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ermdgteleinen Abgleich der erhaltenen Se-
quenzen mit den in Datenbanken dokumentierten DEguSnzen
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/MEGABLAST oder httpwivw.ncbi.nlm.nih.gov/Nucleotide-
Nucleotide) bzw. mit der Sequenz des erwarteten-P@iduktes
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/bl2seq/bl2.htmBalls eine hohe Ubereinstimmung vor-
lag und keine anderen Gene detektiert wurden, wiiel® CR-Reaktion und die Etablierung

des Genkandidaten als erfolgreich bewertet.

Wenn die Ubereinstimmung zwischen den erwarteteheunaltenen Sequenzen zu gering
ausfiel, wurde die Sequenzierungs-PCR mit dem tuehutzten Primer (sense oder anti-
sense) wiederholt. Das entstandene PCR-Produktevarrceut sequenziert und die DNA-

Sequenz mit der erwarteten Basenpaarabfolge vieeglic
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3. Ergebnisse

Ziel der Arbeit war es, die fur die Transdifferegrzing von MSCs verantwortlichen Gene
naher zu untersuchen und die bei diesem Prozessherdenden Gene zu bestimmen.

Im Vorfeld wurden dazu MSCs in osteogenem und agigpem Medium zu Adipozyten-und
Osteoblastenvorlauferzellen kultiviert. Durch eilfdediumswechsel wurde bei einem Teil
dieser Vorlauferzellen ein Transdifferenzierunggpss eingeleitet. So wurden Adipozyten-

vorlauferzellen osteogen, Osteoblastenvorlaufezmdiingegen adipogen transdifferenziert.

Aus den Vorlauferzellen sowie aus den jeweils wl#feyenzierten Zellen wurden zu zwei
festen Zeitpunkten RNA entnommen und das genetiSgpeessionsmuster dieser RNA mit-
tels Microarray analysiert. In der RNA derjenigesilén, welche eine Transdifferenzierung
durchlaufen hatten, konnte bei zahlreichen Gemarvergleich zu den weiterhin differenzier-
ten Zellen eine signifikante, d.h. mindestensfadie Veranderung der Expression zahlrei-

cher Gene nachgewiesen werden.

Von besonderem Interesse waren diejenigen Genwdbeen diese Veranderung dariber
hinaus in den beiden Transdifferenzierungsrichtargggenlaufig vorlagiuf3erdem musste
die Veranderung auch bei Wiederholung des Arragsodizierbar bleiberAus den Kriteri-
en der signifikanten Veranderung, der Reproduzr&diaund dem reziproken Verhaltnis der
Veranderung in beiden Transdifferenzierungsrichémmngurde ebenfalls im Vorfeld eine

Rangliste erstellt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, aus dieserdRsie einige Genkandidaten auszusuchen
und die durch Arrayanalysen gewonnenen Erkenntmistelfe von geeigneten Primern und
PCR zu bestatigen.

Die somit gewonnenen Erkenntnisse sollten dazudgsh, weitere, u. a. funktionelle Unter-
suchungen zur Bedeutung dieser Gene innerhalbrdesdifferenzierungsprozesses zu er-

maoglichen und Aufschliisse Uber degenerative Prezes&nochenstoffwechsel zu erhalten.
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3.1 RNA

Fur die Arrays und die PCRs wurde in cDNA umgestiene RNA verwendeDiese RNA
wurde im Vorfeld aus Zellen in unterschiedlicherafdm des Transdifferenzierungs- bzw.
Differenzierungsprozesses isoliert. Diese Zellenewaurspringlich mesenchymale Stamm-

zellen (MSCs) aus humanen Huftkopfen.

Diese MSCs wurden vor Beginn der hier vorliegenéldreit in vitro nach folgendem Sche-

ma weiterbehandelt:

RMA-Isolation
3 hand 1 d nach Weiterfuhrung
der osteogenen Differenzierung

—_— Differenzierung
zu Osteoblasten
osteogene Diff.
r

| RNA-Kontrolle t,

[ RNA-Kontrolle t, |

osteogene Diff. (14 d)
(14 d)
— —
mesenchymale 4 adipogene Diff. Transdifferenzierung
Stammzelle {14 d) ’ der Ostecblasten-

. Q Vorlaufer
zu Adipozyten

RNA-solation
3 h and 1 d nach Initiation
der Transdifferenzierung

Abbildung 8 RNA-Isolation wahrend der Transdifferenzierung — Gsteoblast (OB) zu Adipozyt (AC)
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RNA-Isolation

RNA-Kontrollet, | | 3 h und 1 d nach Weiterfithrung

der adipogenen Differenzierung

RNA-Kontrolle t, . t‘_ Differ.enzierung
€ 3» zuAdipozyten
adipogene Diff.
© =

(14d)

mesenchymale .
Stammzelle osteogene Diff.
(28d) Transdifferenzierung
e

der Adipozyten
zu Osteoblasten

RNA-Isolation
3 hund 1 d nach Initiation
der Transdifferenzierung

Abbildung 7 RNA-Isolation wahrend der Transdifferenzierung — Adipozyt(AC) — Osteoblast (OB)

Es wurden insgesamt 11 cDNA Proben fur die PCResiegt und die Daten densitometrisch

ausgewertet.

RNA 29 wurde mesenchymalen Stammzellen entnommidA, 30 wurde mesenchymalen
Stammzellen entnommenen, welche in einem Nahrmedi#uchosteogen differenziert wur-
den. RNA 31 entstammt mesenchymalen Stammzelldohe/é4 d und 3 h osteogen diffe-
renziert wurden. RNA 32 entstammt mesenchymalem@®tzellen, welche 14 d osteogen

differenziert und 3 h adipogen transdifferenziearaen.

RNA 33 wurde mesenchymalen Stammzellen entnommelche 14 d und 24 h osteogen

differenziert wurden, RNA 34 mesenchymalen Stamlaageivelche 14 d osteogen, danach
24 h adipogen transdifferenziert wurden. RNA 3S&@ammt mesenchymalen Stammzellen,
welche 14 d adipogen differenziert wurden, RNA 3senchymalen Stammzellen, welche

14 d und 3 h adipogen differenziert wurden.

RNA 37 entstammt mesenchymalen Stammzellen, wdldleeadipogen differenziert und
danach 3 h osteogen transdifferenziert wurden. BBI&ntstammt mesenchymalen Stamm-
zellen, welche 14 d und 24 h adipogen differenzientden. RNA 39 entstammt mesenchy-
malen Stammzellen, welche 14 d adipogen differehzianach 3 h osteogen transdifferen-

ziert wurden.
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Die isolierte RNA bzw. cDNA wurde zu zwei Zweipugktsowohl im Array als auch durch
PCR und Densitometrie untersucht. Der erste Zekpwar 3 h nach Initiierung der Transdif-
ferenzierung bzw. in der Kontrollprobe 3 h oderr2dach Weiterfiihrung der Differenzierung

(RNA 31, 32, 33, 34).

Der zweite Zeitpunkt war 24 h nach Initiierung deansdifferenzierung bzw. 24 h nach Wei-
terfihrung der Differenzierung (RNA 36, 37, 38).
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3.2 Primerauswabhl

Folgende Primer konnten mithilfe der Seite httptb.wi.mit.edu/ als spezifisch fir die aus-

gewahlten Genkandidaten gefunden werden.

Tabelle 4:Primer im Uberblick

Datenbankeintrag | Lange
Kompletter ) ) ) (refseq oder des bp-
Sense-Primer Antisense-Primer
Name andere Produk-
Datenbank)*®° tes
GGGGTGGGGAGTAGGAAT | GTTTGAGATTCCCCCAAG
1 MGC45780 NM_173833.3 194
AA GT
GAAGAAGCCTCTCAGCCG | AGAGTTGCAGCGGATCTC
2 LOC144347 NM_181709.2 164
TA AT
TCACGTTGTCTTTGGCTCT | GATGGGAGAAGCAAGTTG
3 LOC283824 LOC283824 197
G GA
TAGAGCAGCATGAGCAGG
4, C6orf85 ATTTTGCCTGGCTGGAATC AA NM_021945 204
CACCCACGGAAAAGGTAA | AAGATCATTGCCTCCCCTC
5 AW97 AW976035 188
TG T
AATTTACACCCTGCCCCAA | CCAAGATCGCACCATTAC
6 AAT4 AA740632 172
T AC
CATCTTCGGTTGGACTGC | GAGCCACTGGTATTTGGT
7 DKFz434 NM_015621 203
TT TGA
ATCAAAGCGACCCAAATG | GCTTGGCGAAACCTCATT
8 AW27 AW?274846.1 193
AC AC
GGAGCAGGAAATAACCAG | GGACTCCACTGCCTTCAA
9 C7orf10 NM_024728 193
CA AA
CGTGATTAGCCTTCTTCAG | GGTAAGGATGTACAGGAA
10 AA166 NT_010718.15 193
CA AAATCA
TTTGGAAAACAAAACACAC | AAAACAGACCCATGGCAC
11 BG25 CcA AC BG252802 173

4 www.ncbi.nlm.nih.gov

0 \www.genecards.org
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Datenbankeintrag | Lange
Kompletter ) ) ) (refseq oder des bp-
Sense-Primer Antisense-Primer
Name andere Produk-
Datenbank)*®° tes
AAGAAGGGCAGATGTGCA
12 C100rf3 AC ATGCCTGCATCTGTTGTTC NM_018131 219
GTTCATGCCGCCTGATGA | TCTCCGGGTGGTAGAACT
13 FLJ46 NT_025741.13 155
C TG
CCATAAACGACCACAAAAT | ACTGCTTTCACCCTCTGCA
14 FLJ21 NM_024788.2 192
GC A
CATCTTCGGTTGGACTGC | GAGCCACTGGTATTTGGT
15 DKFZp76 NM_001008495 256
TT TGA
GAGCAGGCCAAACTCTTC | TGATGAGGAGCTCAGGCT
16 LOC34 NM_198282.1 241
TG CT
CAGGACATGCCCCTTTTCT | TTTCTCCGATCTCCATCCA
17 FLJ13 NM_032181 150
A C
TGGGGATGGAGATGTTTG | GAGCAAGCTGGTCTGGAA
18 FLJ37 GenelD:1511767 172
AT AG
CGTTGGCTTCAGACCTTT | TTCATCCTTGGAGGTTCCA | ENSG000001448
19 BOC 222
GT C 57
CTGATGAGCTACGCAAAC | CCAAGAATAAACGGGCAA )
20 AK001 gi|7022018? 240
CA GA
AGTTCCAGCCCAGCTAGT | AAGGCACCCTGTTTTCACA clorfl10 =
21 clorfl10 308
GA C MGC48998
ATTTGAGGTGGGCAAAGA | GCCATGCCATGAATAGGA
22 Al73 Al739132 198
TG GT
ATAACAACGTGACCGGCA | CTCCAGTCGGGAACATTG
23 KIAA1199 NM_018689 223
TT AT
CGTGCCATCAGTCCTACA | TGTTCATGCAGAAGCAAA
24 AI590 0i|4599238 310
AA GG
TGTTTGTGATTGGTGGAG | GTTTTCCTGACGGCTGAAT
25 | DRE1-LOC33 GA G LOC339924 242
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3.3 PCR-Etablierung

Insgesamt konnte bei 23 von 25 Genkandidaten ri@tddr ausgewahlten Primer ein PCR-

Produkt gewonnen werden.

Ein weiteres Gen (DRE1) konnte mit der cDNA Prolelche im Array das starkste Signal
aufwies, zunachst erfolgreich etabliert werdennBBiurchfiihren der PCR-Reaktion mit al-
len elf cDNAs war jedoch kein reproduzierbares Brge zu erzielen, obwohl Fehler so weit

als mdglich ausgeschlossen wurden. Es wurde sdeniicht erfolgreich etabliert bewertet.

Fur 22 hypothetische Genkandidaten konnte somét iproduzierbare PCR-Reaktion aller

cDNA-Proben etabliert werden.

Bei 2 von den o. g. 25 hypothetischen Genen, detk&wlidaten LOC144347 und
LOC283824 konnte kein PCR Produkt etabliert werdgas gelang auch unter Zuhilfenahme
des Mittels DMSO zum Er6ffnen der Basenpaarbindongel Erhéhung der Wahrschein-

lichkeit der Primerbindung nicht.

Bei 2 von den o. g. 25 hypothetischen Genen, detebe&senkandidateAA740632und
FLJ21062zeigte sich jedoch in der Sequenzierung der PGRItRte, dass das erhaltene nicht
mit dem erwarteten PCR-Produkt tGbereinstimmte.adiewird im nachsten Abschnitt naher

eingegangen.

In der folgenden Tabelle sind alle Genkandidatdgedistet, dazu die spezifischen Primerse-

quenzen, die Lange des erwarteten Basenpaarpraduhdedie definitive Anzahl der Zyklen.
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Tabelle 5:Ubersicht aller Genkandidaten und Primer

6 o N > > 9 3 o
Z 3 533 = = g 2 = g @
L 5 - T @ s = P = =3 ]
3 5§ GB22| S o T 3 g £ & =
© 7 23 e 3 T 2 g o g
= = Qj 2 1 7] _g
1. Kein PCR
GAAGAAGCCTCTCAG | AGAGTTGCAGCGGAT
LOC144347 50 40 164 Produkt
CCGTA CTCAT
etablierbar
2. Kein PCR
TCACGTTGTCTTTGG | GATGGGAGAAGCAA
LOC283824 50 40 197 Produkt
CTCTG GTTGGA ]
etablierbar
GGGGTGGGGAGTAG | GTTTGAGATTCCCCC
3. | MGC45780 55 33 194 | erfolgreich
GAATAA AAGGT
ATTTTGCCTGGCTGG | TAGAGCAGCATGAGC ]
4. C6orf85 53 40 204 | erfolgreich
AATC AGGAA
CACCCACGGAAAAG | AAGATCATTGCCTCC
5. AW97 55 38 188 | erfolgreich
GTAATG CCTCT
Sequenz.
AATTTACACCCTGCC | CCAAGATCGCACCAT
6. AA74 53 38 172 nicht er-
CCAAT TACAC ]
folgreich
CATCTTCGGTTGGAC | GAGCCACTGGTATTT ]
7. DKFz434 55 34 203 | erfolgreich
TGCTT GGTTGA
ATCAAAGCGACCCAA | GCTTGGCGAAACCTC
8. AW27 53 38 193 | erfolgreich
ATGAC ATTAC
GGAGCAGGAAATAAC | GGACTCCACTGCCTT
9. C7orf10 55 39 193 | erfolgreich
CAGCA CAAAA
10 CGTGATTAGCCTTCT | GGTAAGGATGTACAG )
AA166 55 42 193 | erfolgreich
TCAGCA GAAAAATCA
11 TTTGGAAAACAAAAC | AAAACAGACCCATGG )
BG25 50 39 173 | erfolgreich
ACACCA CACAC
12 AAGAAGGGCAGATGT | ATGCCTGCATCTGTT ]
C10o0rf3 55 38 219 | erfolgreich
GCAAC GTTC
13 GTTCATGCCGCCTGA | TCTCCGGGTGGTAGA )
FLJ46 55 40 155 | erfolgreich
TGAC ACTTG
14 Sequenz.
CCATAAACGACCACA | ACTGCTTTCACCCTC )
FLJ21 55 34 192 nicht er-
AAATGC TGCAA
folgreich
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15 CATCTTCGGTTGGAC | GAGCCACTGGTATTT
DKFZp76 60 33 256 | erfolgreich
TGCTT GGTTGA
16 GAGCAGGCCAAACTC | TGATGAGGAGCTCAG ]
LOC34 55 39 241 | erfolgreich
TTCTG GCTCT
17 CAGGACATGCCCCTT | TTTCTCCGATCTCCA
FLJ13 55 36 150 | erfolgreich
TTCTA TCCAC
18 TGGGGATGGAGATGT | GAGCAAGCTGGTCTG ]
FLJ37 55 38 172 | erfolgreich
TTGAT GAAAG
19 CGTTGGCTTCAGACC | TTCATCCTTGGAGGT )
BOC 55 39 222 | erfolgreich
TTTGT TCCAC
20 CTGATGAGCTACGCA | CCAAGAATAAACGGG ]
AKO01 56 36 240 | erfolgreich
AACCA CAAGA
21 AGTTCCAGCCCAGCT | AAGGCACCCTGTTTT )
clorfl110 55 41 308 | erfolgreich
AGTGA CACAC
22 ATTTGAGGTGGGCAA | GCCATGCCATGAATA )
AI73 55 33 198 | erfolgreich
AGATG GGAGT
23 ATAACAACGTGACCG | CTCCAGTCGGGAACA )
KIAA1199 55 36 223 | erfolgreich
GCATT TTGAT
24 CGTGCCATCAGTCCT | TGTTCATGCAGAAGC ]
AI590 55 34 310 | erfolgreich
ACAAA AAAGG
GTTTTCCTGACGGCT Kein repro-
25 DRE1- TGTTTGTGATTGGTG duzierba-
55 38 GAATG 242
LOC33 GAGGA res PCR
Produkt
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3.4 Uberprifung der Spezifitat der PCR Produkte

Bei 2 der 22 erfolgreich etablierten Primer entdtam PCR-Produkt, welches nicht mit dem
erwarteten identisch war. Dies waren die GenkaneidAA47 und FLJ21.

Bei den anderen 20 Primerpaaren entstand das P&ty welches der jeweils erwarteten
DNA-Sequenz entsprach. Somit konnte bei 20 vonesagt 25 Primern erfolgreich PCR
Produkte etabliert werden.

3.5 Untersuchung des Expressionsmusters innerhalled
transdifferenzierten Proben

Fur alle 11 cDNA Proben in den unterschiedlicheageh des Differenzierungsprozesses und
des Transdifferenzierungsprozesses wurde mithdfeodg Primer PCR-Reaktionen durchge-

fuhrt. Die entstandenen Gelbanden wurden densitsuletvermessen und ausgewertet.

Bei einigen der Kandidatengene zeigte sich beidiswertung eine hohe Ubereinstimmung
zwischen den Daten der Densitometrie und denedags. Dies soll durch die folgenden

Beispiele veranschaulicht werden.

3.5.1 Untersuchung des Expressionsmusters in Arraynd Densitometrie am Beispiel
des hypothetischen Genes FLJ46041

Etablierung einer PCR flr das hypothetische Ger&1.J

In der unten stehenden Tabelle sind die in der Whiher gemessenen Intensitaten der Gel-
banden der PCR Produkte (dies sind die DNA-Abstdnitelche zwischen den spezifischen

Primern fur ein hypothetisches Gen liegen) in Zahierte umgerechnet.

Wie bereits in Kapitel 2.3 geschildert, wurden &lehwerte mit der dazugehdrigen EF1 al-
pha PCR abgeglichen.
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Je starker die Intensitat der Gelbande, desto hddgrefahlenwert in der unten aufgefihrten
Spalte ,Wert".

Aus dem Zahlenwert der transdifferenzierten PraieN@A Nr. 32, 34, 37, 39, im Gelbild
Bande Nr. 4, 6 ,9 ,11) und demjenigen der diffelaten Zellen (cDNA 31, 33, 36, 38,im
Gelbild Bande Nr.3, 5, 8, 10) wurde ein Quotiertitgket.

Falls dieser Quotient einen Wert < 1 ergab, wuilideat in seinen negativen Kehrwert umge-
schrieben. Somit entstand fur eine geringere Espesies Gens in den transdifferenzierten
Proben ein negativer Zahlenwert, welcher sich imgbamm als x-fache Regulation, in die-

sem Fall negativ, veranschaulichen l&sst.

AnschlieRend wurde eine Ubereinstimmung oder Abkngig mit den Ergebnissen des Array

festgestellt.

Der erste Zahlenwert der EF1-alpha PCR, cDNA 28, thie Zahl 25056, wurde mit dem
Wert 1 gleichgesetzt. Alle weiteren Zahlenwertelelet alpha PCR wurden durch diesen
Mal3stab, den Betrag 25056, dividiert. Somit entigarfir die jeweilige cDNA-Proben Zah-
lenwerte von 0,86 -2,06. Diese befinden sich inSjzalte ,EF1 alpha Abgleich”.

Die Rohwerte, d.h. die Zahlenwerte derjenigen PC&thkte, welche einen cDNA-Abschnitt
des hypothetischen Gens FLJ 46 in den Gelbandgerzevurden wiederum durch diese
Zahlenwerte dividiert.

In dem oben beschriebenen Fall liegt eine hohe dithgtimung zwischen den Ergebnissen

des Array und denen der Densitomtrie vor.

Verglichen wurden die Werte der transdifferenziert@t denjenigen der weiterhin differen-
zierten Probe. In diesem Fall liegt zu den viergkgichsmomenten eine Ubereinstimmung
vor. Eine signifikante, d.h. mehr als +2,5 -facllero- 2,5 — fache Veranderung der Signalin-
tensitat im Array wird durch eine vermehrte odamviaderte Intensitat in den Gelbanden

bestéatigt.
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Abbildung 8 Gelbanden der PCR-Produkte der hypothetischen GenFLJ46041

ost.: osteogenes Medium, adp.: adipogenes Medium
1:mesenchymale Stammzellen (MSC)
114 d ost.

114 d ost .+ 3 h ost.

114 d ost. + 3 h adp.

114 d ost. + 24 h ost.

114 d ost. + 24 h adp.

114 d adp.

114 d adp. + 3 h adp.

114 d adp. + 3 h ost.

10:14 d adp. + 24 h adp.

11:14 d adp. +24 h ost.

OO~NOOUTRAWN
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Densitometrisch vermessen wurden die Ergebniss&eékanden Nr. 3 - 6 und Nr. 8- 11

FLJ 46

\DArray B Densitometrie

2 H
0 1 - 1 1
-2

] ]

Zu- oder Abnahme

Zeitpunkte

Abbildung 9 Grafische Darstellung der Ergebnisse des hypothetthen Gens FLJ46

Zeitpunkt 1:Regulation der Expression des Genproduktes berealisaten optische Dichten der PCR-Banden aus cDNA
Proben nach 14 d und 3 h osteogener Differenzienmdgl4 d osteogener Differenzierung und 3h adipeg&ransdifferen-
zierung

Zeitpunkt 2: Regulation der Expression des Genpridulierechnet aus den optische Dichten der PCR-BaudertDNA
Proben nach 14 d und 24 h osteogener Differenzinma 14 d osteogener Differenzierung und 24 haagiper Transdiffe-
renzierung

Zeitpunkt 3: Regulation der Expression des Genpridulierechnet aus den optische Dichten der PCR-BaudetDNA
Proben nach 14 d und 3 h adipogener Differenziewnty14 d adipogener Differenzierung und 3 h osgteediransdifferen-
zierung

Zeitpunkt 4: a Regulation der Expression des Genykted berechnet aus den optische Dichten der PCReBargicDNA
Proben nach 14 d und 24 h adipogener Differenzgetnd 14 d adipogener Differenzierung und 24 hamgaer Transdiffe-
renzierung
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3.5.2 Untersuchung des Expressionsmusters in Arraynd
Densitometrie am Beispiel des hypothetischen Gena$73

Etablierung einer PCR flr das hypothetische Ger8Al7

Abbildung 10 Gelbanden der PCR Produkte fiir das hypothetisch&en Al73

ost.: osteogenes Medium, adp.: adipogenes Medium
1:mesenchymale Stammzellen (MSC)
2: 14 d ost.

3:14d ost .+ 3 h ost.

4:14 d ost. + 3 h adp.

5:14 d ost. + 24 h ost.

6:14 d ost. + 24 h adp.

7: 14 d adp.

8: 14 d adp. + 3 h adp.

9: 14 d adp. + 3 h ost.

10: 14 d adp. + 24 h adp.

11: 14 d adp. +24 h ost.

Densitometrisch vermessen wurden die Ergebniss&ekanden Nr. 3-6 und Nr.8-11.
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AI73

20

mArray mDensitometrie

Zu- oder Abnahme
@

. |

| .

Zeitpunkte

1 2 3 4

Abbildung 11:Grafische Darstellung der Ergebnisse des hypothetisen Gens Al73

Zeitpunkt 1: Regulation der Expression des Genpridulierechnet aus den optische Dichten der PCR-BaudertDNA
Proben nach 14 d und 3 h osteogener Differenzienmdgl4 d osteogener Differenzierung und 3h adipeg@&ransdifferen-
zierung

Zeitpunkt 2: Regulation der Expression des Genpriadulierechnet aus den optische Dichten der PCR-BaudetDNA
Proben nach 14 d und 24 h osteogener Differenzipnma 14 d osteogener Differenzierung und 24 haagiper Transdiffe-
renzierung

Zeitpunkt 3: Regulation der Expression des Genpridulierechnet aus den optische Dichten der PCR-BaudertDNA
Proben nach 14 d und 3 h adipogener Differenzietumiyl4 d adipogener Differenzierung und 3 h osteedransdifferen-
zierung

Zeitpunkt 4: Regulation der Expression des Genpridulierechnet aus den optische Dichten der PCR-BaudetDNA
Proben nach 14 d und 24 h adipogener Differenzgerumd 14 d adipogener Differenzierung und 24 hamgaer Transdiffe-
renzierung
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3.5.3 Untersuchung des Expressionsmusters in Arraynd
Densitometrie am Beispiel des hypothetischen Genasv27

Etablierung einer PCR flr das hypothetische Gen AW2

Abbildung 12:Gelbanden der PCR-Produkte der hypothetischen GeneLJ46041

ost.: osteogenes Medium, adp.: adipogenes Medium
1:mesenchymale Stammzellen (MSC)

2:14d ost.

3:14 d ost .+ 3 h ost.

4:14 d ost. + 3 h adp.

5:14 d ost. + 24 h ost.

6:14 d ost. + 24 h adp.

7: 14 d adp.

8: 14 d adp. + 3 h adp.

9: 14 d adp. + 3 h ost.

10: 14 d adp. + 24 h adp.

11: 14 d adp. +24 h ost.

Densitometrisch vermessen wurden die Ergebniss€elanden Nr. 3 -6 und Nr. 8 — 11
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AwW27

8 O Array EDensitometrie
|

Zu-oder Abnahme

0 S — N

Zeitpunkte

Abbildung 13 Grafische Darstellung der Ergebnisse des hypothetthen Gens AW27

Zeitpunkt 1: Regulation der Expression des Genpridulierechnet aus den optische Dichten der PCR-BaudetDNA
Proben nach 14 d und 3 h osteogener Differenzienmngl4 d osteogener Differenzierung und 3h adipeg&ransdifferen-
zierung

Zeitpunkt 2: Regulation der Expression des Genpridulierechnet aus den optische Dichten der PCR-BauderDNA
Proben nach 14 d und 24 h osteogener Differenzipnmd 14 d osteogener Differenzierung und 24 haagiper Transdiffe-
renzierung

Zeitpunkt 3: Regulation der Expression des Genpridulierechnet aus den optische Dichten der PCR-BauderDNA
Proben nach 14 d und 3 h adipogener Differenzietntjl4 d adipogener Differenzierung und 3 h ostaedrransdifferen-
zierung

Zeitpunkt 4: a Regulation der Expression des Genykted berechnet aus den optische Dichten der PCReBarsicDNA
Proben nach 14 d und 24 h adipogener Differenzgetumd 14 d adipogener Differenzierung und 24 hagteer Transdiffe-
renzierung
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3.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Von 25 hypothetischen Genkandidaten konnten 20hdspezifische Primer mittels PCR er-

folgreich etabliert, sequenziert und densitometrsasgewertet werden.
Die erhobenen Daten wurden mit im Vorfeld angedgeth Arrayanalysen verglichen.

Dieser Vergleich wurde fur DNA-Proben aus Zellen Bensdifferenzierungsrichtung
Osteoblast-Adipozyt und fir DNA-Proben aus Zellen gegenlaufigen Transdifferenzie-
rungsrichtung, Adipozyt-Osteoblast zu jeweils z&eitpunkten (3h und 24h nach Beginn der
Transdifferenzierung) vorgenommen. Ergab sich imabei einem Genkandidaten zu einem
oder zu beiden Zeitpunkten zwischen der transdiffeierten und differenzierten Probe keine
oder eine weniger als 2,5-fache und somit nichitiBlgante Veranderung, wurde dieser feh-
lende oder nicht signifikante Wert im Verlauf demtéchnung als ,, not available* bzw. als 1
bezeichnet. Das Gen konnte deswegen zu einem odeiden Zeitpunkten nicht in den Ver-

gleich miteinbezogen werden.

Es konnten 20 Genkandidaten zu jeweils zwei Zekpemund in zwei Transdifferenzie-
rungsrichtungen untersucht werden. Dies entspmdgesamt 80 Vergleichsmomenten.
Durch die 0. g. Bedingungen mussten jedoch einigigdichsmomente aus der Bewertung

genommen werden.

Fur dieTransdifferenzierungsrichtung Osteoblast-Adipozytkonnten 24 Vergleichsmo-

mente gewertet werden.

Fur den Zeitpunkt 3 h nach Beginn der Transdiffei@ming ergab sich eine Ubereinstim-

mung von 4 bei insgesamt 7 Vergleichswerten, diespeicht 57 %.

Fir den Zeitpunkt 24 h nach Beginn der Transdiffeierung ergab sich eine Ubereinstim-

mung von 12 bei insgesamt 17 Vergleichspunkters, elespricht 71 %.

Insgesamt zeigten sich bei dieser Transdifferenngsrichtung beil6 von 24 Vergleichsmo-
menten eine Ubereinstimmung zwischen den Wertedeys und denen der Densitome-
trie, dies entspricht einer Quote von 67 %.

Fur dieTransdifferenzierungsrichtung Adipozyt-Osteoblastkonnten 25/ergleichsmo-

mente gewertet werden.

Fir den Zeitpunkt 3 h nach Beginn der Transdiffei@ming ergab sich eine Ubereinstim-

mung von 5 bei insgesamt 7 Vergleichspunkten. Brgspricht einer Quote von 70 %.

51



Ergebnisse

Fir den Zeitpunkt 24 h nach Beginn der Transdiffeierung ergab sich eine Ubereinstim-
mung von 10 von insgesamt 18 Vergleichspunktens Braspricht einer Quote von 55 %.

Insgesamt zeigten sich bei dieser Transdifferenmgsrichtung bei 15 von 25 Vergleichs-
momenten eine Ubereinstimmung zwischen den WegsrAdrays und denen der Densito-

metrie.

Die nachfolgende Tabelle fasst die gewonnenen Bigeb zusammen. Dabei zeigt sich bei
folgenden Genkandidaten eine hohe Ubereinstimmendpdten aus Array und
Densitometrie: Al73, DKFZp434, C7orf10, AA166, FI6]40OC34,KIAA1199 und FLJ13.
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Tabelle 6:Zusammenfassung der Ergebnisse

Ubereinstimmungen

zwischen den Ergebnissen des
Array und der densitometrischen

Auswertung

1v3

1v.2

Oov.l

3v4

2v.3

1v.2

2v.2

3v.3

1v4

1v2.

1v.l

4v.4

0Ov.2

2v.2

2v.2

1v.3

3v.3

1v.2

1v.2

1v.2

Ergebnisse der Densitometrie
AC-OB (24 h)

1,76

3,3

1,75

3,97

1,78

-2,29

2,583

64,3

4,55

2,45

2,45

2,47

1,77

4,99

1,61

-1,63

16,22

1,39

1,05

-1,08

Ergebnisse der Densitometrie
AC-OB (3 h)

1,28

2,26

1,46

-1,11

-1,99

-1,24

1,28

4,34

1,18

13

1,3

1,89

1,33

8,52

-1,02

1,32

1,55

-1,08

-1,07

2,64

Ergebnisse der Densitometrie
OB-AC (24 h)

1,85

4,85

1,39

-1,51

1,35

-1,26

-1,04

-1,13

1,03

4,93

4,93

-1,46

-2,73

-2,5

-1,12

n.a.

-63,52

-1,98

1,16

-10,1

Ergebnisse der Densitometrie
OB-AC (3 h)

-2,38

-2,28

9,38

-4,11

-1,55

9,98

2,13

-2,26

-5,37

-5,5

-1,36

-1,22

1,02

n.a.

-2,37

n.a.

-1,42

Ergebnisse des Array
AC-OB (24 h)

-3,6

-5,2

-3,1

17,75

-3,2

-4.7

2,8

6,5

4,2

6,8

3,1

-2,2

-1,8
-1,7
55

3,8
3,9

19,29

19,4

-3,25

n.a.

n.a.

Ergebnisse des ArrayAC-OB
(3h)

n.a.

n.a.

n.a.

2,4

-1,4

n.a.

n.a.

14

n.a.

n.a.

1,7

n.a.

n.a.

n.a.

3,73

n.a.

-1,16

n.a.

n.a.

Ergebnisse des Array
OB-AC (24 h)

13,9

6,7

n.a.

-3,07

3,5

10,1

-2,8

2,3
2,6

1,0
-5,9

n.a.

17
19

-2,4

1,4
-2,4
-2,97

-3,7

n.a.

-3,86

-24,76

Ergebnisse des Array
OB-AC (3 h)

2,1

n.a.

n.a.

-4,38

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

2,5
3,1

2,6

n.a.

n.a.

-3,7

1

n.a.

n.a.

n.a.

-3,4

n.a.

-2,91

-14,93

Hypothe-tisches Gen

MGC45780

c6orf85

AW97

Al73

DKFZp434

AwW27

C70rfl10

AA166

CHMP 1.5

BG25

cl10orf3

FLJ46

DKFZp76

LOC34

KIAA1199

FLJ37

FLJ13

BOC

AKO001

c100rf110
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12 v. 10 v.
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OB- AC: Transdifferenzierung von osteogen zu adipogéC- OB: Transdifferenzierung von adipogen zu ogén; die
Zeitpunkte 3 h entsprechen 3 h nach InitierungTdansdifferenzierung, die Zeitpunkte 24 h entspeec24 h nach Initiie-
rung der Transdifferenzierung; die Spalte Ubergmsungen enthalt die Anzahl der Vergleichsmomesighe Text) mit
Ubereinstimmenden Regulationen im Array und der RT-RilRRZahlenwerte in der Spalte Array bedeuten ittyaische
Verstarkung (Signal log ratio) des Array Signaldis; Zahlenwerte in der Spalte Densitometrie x- éaBlegulation des PCR
Produktes
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4. Diskussion

4. Diskussion

Bei degenerativen Prozessen des menschlichen Kstkpermt es auf zellularer Ebene zu
Veranderungen oder verminderter Auspragung besem@ewebetypen. Dies hat zur Folge,
dass dem gesamten Organismus oder aber einzelganédrweniger funktionsfahiges Ge-
webe zur Verfigung steht. So werden im erhdhterehsalter eines Organismus weniger
Knochenzellen und vermindert Knochenmasse gebiidedtelle dessen kommt es zur adipo-
genen Degeneration und somit zu vermehrter Aushgdwn Fettzellen anstelle von Kno-

chenzellen. Dieser Vorgang tragt beim Menschen Krenkheitsbild der Osteoporose bei.

Die Transdifferenzierung von Knochenvorlauferzelem zu Fettzellen unterliegt zahlreichen
molekularen Prozessen. In der vorliegenden Arberte die Expression einiger derjenigen
Gene, welchen eine Schlusselfunktion bei der Tréfleseinzierung zugeschrieben wird, néher

untersucht.

Durch die Arbeitsgruppe Klein-Hitpass am Institint Zellbiologie des Universitatsklinikums
Essen wurden zunéchst Arrays von aus MSCs stammBiN#, welche sich im Prozess der
Differenzierung bzw. Transdifferenzierung befamjefertigt. Diese Arrays wurden durch
die Arbeitsgruppe Kufner der Lehr- und Forschungseit Bioinformatik am Lehrstuhl far

Informatik der LMU Minchen analysiert.

In der RNA dieser Zellen konnten somit zahlreiclen@odukte detektiert werden, welche
im Zuge von osteogenen Differenzierungs- bzw. Tadfesenzierungsvorgangen eine deut-
lich verstarkte oder aber deutlich verminderte Egpion aufwiesen. Die dazu gehorigen Ge-
ne wurden in einer Rangliste eingeordnet. Nebelewieekannten Genen enthielt diese Liste

auch eine Reihe von unbekannten, sogenannten fetsatien Genen.

Uber die Funktion und Bedeutung dieser Gene war Zeitpunkt der Datengewinnung noch
nichts bekannt.

Es wurden insgesamt 25 dieser hypothetischen Gesgewahlt. lhre durch die Arrayergeb-
nisse nachgewiesene quantitative Veranderung alekumarer Ebene und dadurch postulierte
Bedeutung bei der Differenzierung und Transdiffererung sollte durch Reevaluierung mit-
tels RT-PCR bestatigt werden.

Bei 22 von 25 ausgewahlten Genkandidaten konntalfeivon Primern eine erfolgreiche
Etablierung durch RT-PCR erfolgen.
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Bei 2 von 25 Genkandidaten konnte kein PCR-Prodaktonnen werden, bei einem konnte

kein zuverlassiges PCR-Produkt gewonnen werden.

Bei weiteren 2 dieser 25 Genkandidaten zeigteisicler Sequenzierung ein anderes als das
erwartete PCR-Produkt.

Bei 20 von 25 ausgewahlten hypothetischen Genkatethidconnten mithilfe spezifischer
Primer einzelne cDNA-Abschnitte erfolgreich ampliéirt, sequenziert und anschliel3end den-
sitometrisch vermessen werden. Die Ergebnisse zwge Zeitpunkten der Differenzierung
bzw. der Transdifferenzierung (14 d und 3 h, sal¥iel und 24 h) sowie in zwei Entwick-
lungsrichtungen (Osteoblast zu Adipozyt und Adigaay Osteoblast) wurden mit den jewei-

ligen Ergebnissen der Arrayanalysen verglichen.

Die Bestatigung der im Array gewonnenen Ergebnilsseh PCR unterstreicht die Rolle die-
ser ausgewahlten Genkandidaten und deren Bedebaiagr Transdifferenzierung mesen-

chymaler Stammzellen.

Dennoch wies die Ubereinstimmung zwischen den Frigebn des Arrays und denen der
densitometrischen Auswertung der PCR Produkte @& inen deutlich geringen Wert auf,
als dies aus der Erfahrung der Arbeitsgruppe beengMich bekannter Gene mit den o. g.
Methoden der Fall ist.

4.1 Diskussion der Etablierung der PCR filr
hypothetische Gene

4.1.1 Gelungene PCR und erfolgreiche Sequenzierung

Insgesamt wurden 25 hypothetische Gene und die gigtzirigen Primer ausgewahlt. Davon
konnten 20 Genkandidaten erfolgreich mittels PGRIledrt, durch Sequenzierung als die
erwarteten PCR-Produkte bestétigt und die im Geedhtbaren Bande abschlieRend densi-
tometrisch vermessen werden. Die somit gewonnengebBisse wurden mit denen des Ar-

rays verglichen und eine Ubereinstimmung oder Abtugng festgestellt.

4.1.2 Erfolglose PCR-Etablierung und magliche Griind
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Zahlreiche hypothetische Gene haben noch keinentideh Eintrag in offiziellen Datenban-

ken, sogenannte RefSeq — Eintragungen

Die endgultige Basenpaarsequenz dieser Gene ggicfohoch nicht vollstandig und repro-
duzierbar gesichert. Die in Datenbanken bisher daatierten Eintragungen sind noch unter
Vorbehalt und kénnen Fehler enthalten.

Daher besteht die Moglichkeit, dass in fir die Rrinindung spezifischen Abschnitten dieser

Gene eine andere als die vermeintlich erwartetef@sarabfolge vorliegt.

Somit kbnnen di®rimer im Einzelfalihicht an dem vorgesehenen cDNA-Abschnitt binden
und infolge dessen auch kein PCR-Produkt herstellen

4.1.3 Griunde fur nicht reproduzierbare PCR-Resultae bei gleich bleibenden
Bedingungen

Wie bereits in Kapitel 3 ndher erlautert konntenb@enkandidateDRE1 kein reproduzier-
bares PCR-Ergebnis erzielt werden. Hier liegt nubgirweise eine nicht vollstéandig korrekte
Datenbankeintragung vor. Auch in diesem Fall wedierzur Primerbindung ausgewahlten
cDNA-Abschnitten des Genproduktes moglicherweisekpuell eine andere als die erwartete
Basenpaarabfolge auf.

4.1.4 Grinde fur die Entstehung eines PCR-Produktesvelches nicht mit der
erwarteten Basenpaarsequenz ubereinstimmt

Wie bereits in Kapitel 3 erwéhnt liel3 sich bei z@@&nkandidaten zwar ein PCR-Produkt
etablieren, in der Sequenzierung zeigte sich je@owd andere Basenpaarabfolge als erwartet.
Auch in diesem Fall kann die oben erwéhnte Ungeykaiti der bisher dokumentierten Se-
quenz dieser hypothetischen Gé&ited21 und AA74 die Ursache fiir das unerwartete Gen-

produkt verantwortlich sein.
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4.2 Vergleich der Ergebnisse der Arrayanalysen milenen der densitome-
trischen Auswertung der PCR

Die Ubereinstimmung und Abweichung der ErgebnisseAdrays, der PCR-Etablierung und
die densitometrische Auswertung derselben werdeleliriolgenden Tabelle erstmals zu-

sammengefasst.

Vergleichsmomente: Anzahl derjenigen Werte ausafldA Proben, welche zu den identi-
schen Zeitpunkten des Transdifferenzierungsprogassiert wurden und jeweils mittels
Array oder PCR/ Densitometrie quantitativ untergwetrden. Um als signifikant zu gelten
und in die Auswertung einbezogen zu werden, musheeerte jedoch die in Kap.1 ge-
nannten Kriterien erfullen (< -2,5 fache Veranderoder >2,5 fache Veréanderung). Die Zahl
der Ubereinstimmung bezieht sich auf die Gesamtahin die Auswertung einbezogenen
Werte.

Tabelle 7:Zusammenfassung der Auswertung

Nach 14 d und 3 h | Nach 14 d und 24h | Ubereinstimmung insgesamt

a/7 12/17 16/24

OB-AC
(57 %) (70 %) (66%)
5/7 10/18 15/25

AC-0OB
(70 %) (55 %) (60%)
9/14 22/35 31/49

Summe
(64 %) (62%) (63%)

Die Tabelle zeigt, dass die Ubereinstimmung zwisdhen Ergebnissen der Arrayauswertung
und denen der densitometrischen Vermessung derse@bhl in den einzelnen Richtungen
der Transdifferenzierung als auch zu den einzeffegtpunkten einen etwas geringeren Pro-
zentsatz aufweist, als dies bekannten Genen deisEdbort betragt die Ubereinstimmung
zwischen den Ergebnissen des Arrays und denenatesitometrie bei gleichen Auswahlkri-

terien circa 80%. Nachfolgend werden mdgliche Gelimierfir diskutiert.
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4.2.1 Grinde fur eine geringere Ubereinstimmung zwechen Array und Densitometrie
bei hypothetischen Genen als bei bekannten Genen

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Geneewaum Zeitpunkt der Untersuchung
noch vollkommen unbekannt. Die Zu- oder AbnahmeriRegulierung zu bestimmten Zeit-
punkten der Transdifferenzierung wurde durch Armaygsen quantitativ festgestellt. Uber

die exakte Funktion dieser Gene und die Wirkmedman ihrer Genprodukte beim Prozess
der Transdifferenzierung oder aber bei anderen &uygn ist wenig bzw. nichts bekannt. Da
diese Gene noch nicht genau untersucht wurdeinresDNA-Abfolge nicht endgultig und
nicht fir jedes einzelne Basenpaar gesichert. ibden Datenbanken eingetragenen Sequen-
zen kdnnen somit Fehler enthalten. Somit kann rictet korrekte Ref-Seq-Eintragung vor-

liegen und die Oligonukleotidsequenzen auf demyAeiae fehlerhafte Abfolge aufweisen.

Dadurch kann das Signal falschlicherweise verstaukt vermindert abgebildet werden,
maoglicherweise sogar komplett fehlen. Des Weitdiam es auf dem Chip zu Kreuzhybridi-
sierungen kommen. All diese Moglichkeiten verurgachine geringere Zuverlassigkeit der
Arraydaten und moglicherweise eine geringe Ubetiammsung zwischen Array und PCR-
Auswertung als bei Arbeiten, in welchen in Funktiord Sequenz eindeutig bekannte Genen

nach gleichen Auswabhlkriterien untersucht wurden.

4.2.2 Einordnung in die Ergebnisse der aktuellen lieratur

Beispiel einer erfolgreichen Reevaluierung bekan@&ne durch RT-PCR:

Ju Ah Jeong et al'untersuchten Gene, welche fiir MSCs charakterissisah Hierfir wurde
DNA aus MSCs und aus MNCs (mononuklearen Zelles)raimanem Nabelschnurblut ge-
wonnen. In Arrayanalysen zeigten sich 47 Gene, lveelic den MSCs eine 50-fach hoéhere
Expression als in MNCs exprimierévion den oben genannten 47 Genen waren 42 bekannte

und 5 unbekannte Gene.

*1 Jeong J.A.Hyun Hong, S.Gang E, Stem Cells, pp. 584-593, 2005
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Die unbekannten Gene lauteten MGC3047, MGC17528CBR3 8 und FLJ12442,
AGENCOURT_6683145. Die Ergebnisse wurden mit DNA Zallen eines anderen Spen-
ders im erneuten Versuch bestétigt und nach dekeSitdrer Regulierung gelistet. Auch dabei
konnten alle 10 Gene mit sehr hoher ExpressiorimMSCs nachgewiesen werden, jedoch
nur schwach in den MNCs. Das Ergebnis wurde eitengs Mal mit DNA aus Zellen eines
anderen Spenders wiederholt. Somit wurden die Bige® der Arrayanalysen bestatigt.

CTGEF
COL AT
AT
TAGLN
SERPINHT
OO EAT
DSF-2
COL1AZ
SERPINET
OO 341

GAPDH

Abbildung 14 Re-Etablierung bekannter Gene mittels PCR
aus: Jeong J.A. et al , Stem Cells, 23:584-593, ;2B0&uterung im Text

Die 10 mit der héchsten Expression bewerteten @emden mit Hilfe von RT-PCR reevalu-
iert. In Abbildung 15-A sind die PCR-Ergebnisse BNCs (Donor 1 und2), sowie die der
MSCs (Donor 3 und 4) dargestellt.

Im Bild 15-B wurde die PCR mit neuen Proben durctige, MNCs (Donor 5)und MSCs
(Donor 6).

Es ist deutlich zu erkennen, dass die MSCs breitedBn und somit ein deutlich positives
Resultat zeigen, die MNCs jedoch nur schwache Baraev. Gberhaupt kein Genprodukt

erkennen lassen.

Im Unterschied zu den in der vorliegenden Arbetetsuchten Genkandidaten handelt es sich

hierbei um bereits bekannte Genprodukte.

Genetische Requlation des Erhaltes und der Ernegetmn Stammzellen:
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Song et af? untersuchten die molekularen und strukturellerz&se von mesenchymalen
Stammzellen im Ruhezustand und auf dem Wege dé&rBiizierung. Untersucht wurden die
aus ihnen hervorgegangenen Adipozyten, ChondrozytdrOsteozyten und dartber hinaus
die durch De-Differenzierung dieser ausdiffererteieiZellen gewonnenen fibroblastenahnli-
chen Stammzellen. Dabei konnten 460 Gene inned@liStammzellreihen festgestellt wer-
den, welche im Verlauf der Differenzierung vermirnidesahrend der De-Differenzierung und
im Ruhezustand der Stammzelle jedoch vermehrt ex@ri wurden. Gleichzeitig wurden

456 Gene detektiert, welche wahrend der Differennig hoher, im Zuge der De-
Differenzierung oder aber im Zustand des Stammazetflealtes vermindert reguliert waren.
Einige verstéarkt oder vermindert regulierte Genearwan mehreren Differenzierungsrichtun-
gen nachzuweisen. Die Re-Evaluation der im Arrayaqeenen Daten erfolgte durch jeweils
zwei, ausschlieflich fir diese eine Differenziesnghtung spezifische Gene. Dies waren die
Gene BSP und OC fir Osteoblasten, LPL und FABPAdipozyten und COMP und
MMP13 flr Chondrozyten.

Die im Array gewonnenen Daten konnten mittels RTRRf@statigt werden und die o. g. Ge-

ne als ,molekularer Schalter iber Selbsterhalt Difterenzierung bestétigt werden.

Im Unterschied zu den in der vorliegenden Arbetetsuchten Genkandidaten waren die Be-
deutung dieser Geri@r die jeweilige Transdifferenzieurngsrichtung dies bekannt. Dies
bestétigt erneut, dass bei bereits bekannten uidenFunktion néher untersuchten Genen
die Etablierung der durch Array gewonnenen DateteisiPCR eine hohere Erfolgsquote
aufweist als dies bei unbekannten Genen der Rall is

4.3 Funktion der bis dahin unbekannten Gene

Das hypothetische Gen FLJ1339, welches eine hokediistimmung zwischen Array und
Densitometrie aufwies, wurde bis jetzt im Zusamnagghmit dem Knochenstoffwechsel

noch nicht weiter untersucht. Unter seinem Synomy#eMI 166 (Transmembran Protein

2Song L. et al., Identification and functional arsé of genes regulating mesenchymal stem celrealiwal
and multipotency, Stem cells, 2006
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EMI166) wurde ein Zusammenhang zwischen der Raguldieses Genes und der zellularen
Autophagozytose und Apoptose beschrieben.

Das hypothetische Gen FLJ46041, welches ebenfaish®he Ubereinstimmung zeigte, ist
unter seinem Synonym p34 als potentielles Tumompggsor-Gen untersucht worden. Seine
endgultige Bedeutung im Zusammenhang mit Lungemkamzen ist jedoch noch nicht ge-
klart.>®

Das hypothetische Gen MGC45780 alias Scavab (Sgavéteceptor5) scheint beim ferritin-
rezeptorvermittelten, jedoch nicht unmittelbar sf@nrinabhéangigen Eisentransport im Ver-

laufe der Organogenese eine Rolle zu spiglen.

*3 Min Wang et al., Identification of a Novel Tumougressor Geng34on Human Chromosome
6g25.1Cancer Resear6li, pp.93-99, 2007

i J.Y., Paragas, N., Ned, R.MBcaras5 is a ferritin receptor mediating non-tramsféron delivery, Dev Cell.
2009
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4.4 Ausblick

Das Ziel der vorliegenden Arbeit, die Identifiziaguiunbekannter Gene mit relevanter Regu-

lation in den Transdifferenzierungsprozessen rsife€CR zu reetablieren wurde erreicht.

In insgesamt 31 von insgesamt 49 in die Bewertumgeschlossenen Vergleichsmomenten
lag eine Ubereinstimmung der Ergebnisse bei Gerierermiproker, relevanter und reprodu-

zierbarer Regulation vor.

Bis zum jetzigen Zeitpunkt liegen noch keine Vesdtfichungen zur Rolle dieser Gene bei

der Transdifferenzierung mesenchymaler Stammzeliien beim Knochenstoffwechsel vor.

Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Resukéteen weiteren Untersuchungen den
Weg ebnen. So kdnnten beispielsweise Untersuchungefellen, welche die o. g. Gene
Uberexprimieren, stattfinden und anschlielRend Matke osteogenen und der adipogenen

Zellreihe untersucht werden.

Des Weiteren konnten die Proteine der 0. g. Gergebeellt und in Nahrmedium zu MSCs
gegeben werden. Somit kdnnte die Wirkung diesereGerw. inrer Proteine auf den Prozess
der Transdifferenzierung naher untersucht werdamtier hinaus konnte im Tierversuch der
Knochenstoffwechsel oder die Degeneration von Kaodbei Knock-out Mausen untersucht

werden.

Mechanistische Einblicke wirde auch die Ausschaglieser Genprodukte durch siRNA-
oder shRNA-Ansatzm vitro ermdglichen. Die dadurch erhobenen Daten konrtee Gene

mit funktioneller Relevanz fir das muskuloskel&tt8lystem charakterisieren
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5. Zusammenfassung

Zahlreiche Bindegewebe des menschlichen Kdrpersrgahs mesenchymalen Stammzellen
hervor. Zu diesen Geweben zahlen u. a. KnochenkéliusSehnen, Knorpel und Fettzellen.
Mesenchymale Stammzellen besitzen die Eigensdhatie Zeit in einem Ruhezustand zu
verbringen. Durch duRReren Reiz, z.B. GewebeschéddenBotenstoffe werden sie dazu akti-
viert, Tochterzellen zu produzieren, welche eingtibente Differenzierungsrichtung ein-
schlagen, z.B. Knochenzellen. Weiterhin besitzesseliZellen jedoch das Potential, durch
veranderte externe Bedingungen (z.B. ein anderasniNgdium) nun Tochterzellen zu produ-
zieren, welche einen anderen molekularen und mévglschen Aufbau aufweisen als die

vorherigen, z.B. Fettzellen.

Die oben geschilderten Vorgange verursachen im aminken Organismus Degeneration
und funktionelle Veranderungen. So kommt es im &kgstem in hoherem Lebensalter und
bei personlicher Pradisposition zur adipogenen Deggion und verminderter Knochendich-

te. Dieser Vorgang tragt zum Krankheitsbild derg©pbrose bei.

Es konnte jedoch gezeigt werden, dass diese iei@iizierung befindlichen Zellen weiterhin
ein pluripotentes Potential behalten. So kommtédtro nachgewiesen werden, dass Zellen,
welche eine bestimmte Differenzierungsrichtung esafplagen hatten, durch Veranderung
des exogenen Stimulus einen diesem neuen Stimulyeniden, anderen Entwicklungsweg

beschreiten und somit transdifferenzieren.

Die in der vorliegenden Arbeit diskutierten Untezisungen waren eingebettet in ein Projekt,
in welchem die o g Transdifferenzierungsvorgandeenéntersucht und die fur diesen Vor-

gang relevanten und verantwortlichen Gene bestiwumnden.

Zunachst wurden von der Arbeitsruppe Schiitze méyemale Stammzellen 14 Tage in ei-
nem adipogenen Medium zu Adipozytenvorlauferzelieltiviert, anschlie3end wurde ein
Teil dieser Zellen in ein osteogenes Nahrmediunrhiaeht und somit osteogen transdiffe-
renziert, der andere Teil wurde weiterhin adipokeltiviert. Analog wurde mit der entgegen

gesetzten Transdifferenzierungsrichtung osteogeziniadipogen verfahren

Von der Arbeitsgruppe Schitze wurde jeweils eirebPwvor Beginn des Transdifferenzie-
rungsprozesses entnommen, sowie zu zwei Zeitpuimktéferlaufe desselben. Das Expressi-
onsmuster der RNA zu diesen jeweils drei Zeitpumkterde von der Arbeitsgruppe Klein-

Hitpass mittels Microarray untersucht.
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Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit bestandngaliejenigen Gene, welche bei Auswer-
tung der Arrayanalysen eine mehr als 2,5-fache né@uing der Signalintensitat und somit
signifikant veranderte Genexpression aufwiesertetsigeeigneter Primer durch RT-PCR zu

etablieren und die im Array gewonnenen Daten ztékigen.

Die ausgewahlten Gene mussten im Array neben deitberwahnten relevanten auch eine
reziproke Veranderung ihrer Signalintensitat audeeiund diese reziprok veranderte Regula-
tion dariiber hinaus im wiederholten Array reproédzar sein. Diejenigen Gene, welche alle

drei Kriterien erftullten, wurden in einer Liste zamsmen gefasst.

Dabei handelte es sich teilweise um bisher unbeakauimd nicht n&her untersuchte Gene,
deren Basenpaarabfolge zwar in Datenbanken varlibgr deren Funktion jedoch keinerlei
Untersuchungen vorliegen. Es sind sogenannte hgpsthe Gene. Aus der Liste dieser hy-
pothetischen Gene wurden 25 Gene ausgewahlt, utmdwicroarray gewonnenen Ergeb-

nisse durch RT-PCR zu bestétigen.

Der Fokus der vorliegenden Arbeit lag darin, diggen Gene, welche durch die Arrayanaly-
sen eine Rolle im Prozess der Transdifferenziemungpielen scheinen, mittels RT-PCR né&-
her zu untersuchen und ihre vermehrte oder aberinderte gegenléaufige Genregulation zu
bestimmten Zeitpunkten des Transdifferenzierungsgsses zu bestatigen. Somit sollte die
potenzielle Bedeutung dieser Gene fir die Transdiffzierung durch eine weitere Methode

bestatigt werden.

Dabei zeigte sich allerdings, dass nicht fur aléser Genkandidaten die RT-PCR erfolgreich
etabliert werden konnte. Fiir 7 von 20 Genen koaimte weitgehende Ubereinstimmung zwi-
schen dem ,fold-change” ( —fache Veranderung) imajiund der densitometrisch berechne-
ten Intensitat des gewonnenen PCR Produktes nactgmwwerden. Bei 13 weiteren Genen
lag eine teilweise, bzw. keine Ubereinstimmung ydle Vergleichsmomente zusammen
ergaben eine Ubereinstimmung zwischen Array und R@R63 %. Dieser Prozentsatz ist
etwas geringer als dies bei entsprechenden Untaragen flr bereits bekannte Gene in die-

sem Projekt der Arbeitsgruppe der Fall war.

Diese Abweichung bei unbekannten Genen in deregehden Arbeit liegt darin begriindet,
dass es sich um hypothetische und somit bis jetzt weitgehend nicht bekannte Gene han-
delt, deren Bedeutung, Funktionsweise und Einorgmamolekulare Mechanismen bisher
noch nicht untersucht wurde. Somit ist nicht aushlis3en, dass die Basenpaarsequenzen in

den Datenbanken bei einzelnen dieser Gene nochdeéhitiv und fehlerfrei vorliegen.
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Ein weiterer Aspekt ist die nicht bekannte Bedegtund Funktion dieser Gene; mdglicher-
weise ist ihre vollstdndige Expression nur im Zusanspiel mit weiteren externen Faktoren,
Transkriptionsfaktoren oder Signalkaskaden gegebleanfalls zu beachten ist, dass es sich
bei den gewéhlten Zeitpunkten um willkrlich fesegge Momentaufnahmen auf molekula-

rer Ebene handelt.

Abschlie3end lasst sich sagen, dass die in delegeriden Arbeit untersuchten Genprodukte,
welche eine hohe Ubereinstimmung mit den Ergebnidse Arrayanalysen aufwiesen, viel-

versprechende Kandidaten fur weitere Untersuchudgestellen.

Weitere Untersuchungen kénnten die Frage klarefth@eAuswirkung die Supprimierung
oder Uberexpression dieser Gene auf molekulararradephologischer Ebene der Zelle zu
Folge hat.

Des Weiteren kdnnte die Herstellung der von di€senen kodierten Proteine und ihre Zuga-
be zu Nahrmedium Aufschlisse tber ihre mdglichekwig geben. Somit kénnte man bei-
spielsweise die Ausbildung zelltypischer Markerrogddrazellularer Matrix von in einem
solchen Medium kultivierten Zellen untersuchen. Ba@génge, welche eine Verénderung
des weiteren Weges von mesenchymalen Stammzelerkba, sind auf molekularer Ebene
weitgehend unbekannt. Einige Gene konnten bensitgreolekulare Schalter” definiert wer-
den, welche Uber eine bestimmte Differenzierungsuitg entscheiden.

Die weitere und differenzierte funktionelle Untezhung dieser Kandidatengene kdnnte Auf-
schluss uber die Mechansimen der Transdifferenagemiesenchymaler Stammzellen geben
und somit in umfassendem Kontext die Ursachen d&stéhung von degenerativen Prozes-

sen erklaren

Die folgende Tabelle fasst diese Kandidatengenedismah der vorliegenden Arbeit gewon-

nen Resultate zusammen
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Tabelle8: Gene mit hoher Ubereinstimmung

Ergebnisse

Ergebnisse

Ergebnisse

Ergebnisse

Ubereinstimmungen

Ergebnisse | Ergebnisse | Ergebnisse | Ergebnisse
des Array des Array des Array- des Array der Densi- | der Densi- | der Densi- | der Densi- zwischen den
Hypothetisches OB-AC OB-AC AC-OB AC-OB tometrie tometrie tometrie tometrie Ergebnissen des
Gen OB-AC OB-AC AC-OB AC-OB Array und der
densitometrischen
3h 24 h 3h 24h 3h 24h 3h 24h Auswertung
AI73 -4,38 -3,07 2,4 17,75 -4,11 -1,51 -1,11 3,97 3v4
DKFZp434 n.a. 3,5 -1,4 -3,2 -1,55 1,35 -1,99 1,78 2v.3
C7orf10 n.a. -2,8 n.a. 2,8 2,13 -1,04 1,28 2,53 2v.2
AA166 n.a. -4 1,4 6,5 -2,26 -1,13 4,34 64,3 3v.3
FLJ46 -3,7 -3 1,7 3,1 -5,5 -1,46 1,89 2,47 4v.4
LOC34 n.a. -2,4 n.a. 5,5 -1,22 -2,5 8,52 4,99 2v.2
KIAA1199 n.a. -1,4/-2,4 n.a. 3,8/3,9 1,02 -1,12 -1,02 1,61 2v.2
FLJ13 -3,4 -3,7 n.a. 19,4 -2,37 -63,52 1,55 16,22 3v.3
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