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1. Einleitung

1.1. Stammzellen - lhr Potential fiir die Medizin

Stammzellen haben die besondere Eigenschaft sich einerseits selbst zu erneuern
und andererseits in eine funktionelle Zelle zu differenzieren. Die bei der Zellteilung
entstehenden Tochterzellen konnen entweder weiterhin als Stammzelle verbleiben
oder sich ausdifferenzieren. Auf diese Weise kann ein Gewebe oder Organ sich
standig selbst erneuern und reparieren. Viele Organe besitzen einen eigenen
Stammzellentyp. So wird mit Hilfe der Stammzellen zum Beispiel Darmepithel und
Hautepithel standig erneuert. Jedoch nicht alle Gewebetypen des menschlichen
Organismus besitzen Stammzellen, beispielsweise das Epithel der Netzhaut, was
zur Folge hat, dass die Photorezeptoren der Netzhaut unersetzbar sind (Roberts
and Vetter, 2018).

In der klinischen Medizin kdnnen haufig mesenchymale Stammzellen (MSC'’s) als
Ersatz verwendet werden, welche z. B. aus Fettgewebe bei Liposuctionen oder
aus dem Knochenmark durch Beckenkammpunktion gewonnen werden konnen
(Rea and Livingstone, 2018)(Kosinski et al., 2020). Es existieren aber auch
europaweite Kryobanken mit Stammzellen, so z.B. auch im Rahmen der deutsch-
danischen Kooperation BONEBANK (“BONEBANK,” n.d.). Ziel der Sammlung und
Forschung an Stammzellen ist es, sie beispielsweise in der regenerativen
Behandlung von Arthrose, Schlaganfallen, Myokardinfarkten und

Ruckenmarksverletzungen einzusetzen.

Stammzellen konnen im jeweiligen Gewebe aufgrund ihrer
Differenzierungseigenschaften dysfunktionale Zellen durch eigene Differenzierung
in diese ersetzen. Damit besitzt das Gewebe einen multifunktionalen
Schutzmechanismus. Fur Gewebstypen ohne eigene Stammzellen hat der
menschliche Organismus eine andere Art der Reparatur zum Schutz als
Notreaktion entwickelt: Die fibrotische Zelltransformation. Am Beispiel des
Bindegewebes lasst sich dies folgend darstellen. Die Fibroblasten, Knorpel- und
Knochenzellen bilden eine Stutzstruktur. Diesen Zelltypen ist gemein, dass sie die
Extrazellularmatrix bilden, welche hauptsachlich aus Kollagen Typ | und Ili
besteht. Wird dieser Zell-/ Extrazellularverbund gestort, zum Beispiel durch

chemische oder mechanische Verletzung, bilden die Fibrozyten Kollagen um den
5



Defekt zu reparieren und zu isolieren. Dabei konnen sie sich in andere Zelltypen
differenzieren (Alberts, 2017).

Stammzelle
Osteoblast Chondrozyt
{Sﬁ Fibroblast Q}
Myozyt
Adipozyt
@ Knochenmarks-Stroma-Zellen

Abb. 1: Differenzierungsmoglichkeiten der Stammzelle und

Transformationsmoglichkeiten des Fibroblasten in vivo

1.2. Von der embryonalen Stammazelle zur induzierten Pluripotenz

Einige Stammzellen konnen eine Vielzahl differenzierter Zelltypen bilden. Dabei ist
eine totipotente Stammzelle eine Zelle, die sich in jede Art von Gewebe
differenzieren kann und einen vollstandigen und eigenstandigen Organismus
bilden kann.

Eine Zelle, die sich in alle Zelltypen des adulten Organismus, abgesehen vom
extraembryonalen Gewebe (dem Trophoblasten und die aus ihm entstehende
Plazenta), differenzieren kann, ist pluripotent. Pluripotente Zellen sind zum
Beispiel die Zellen der inneren Zellmasse einer Blastozyste und die daraus
isolierten embryonalen Stammzellen (Alberts, 2017).

Die ersten Untersuchungen mit Beschreibung der embryonalen Stammzellen
wurden an Mauseembryonen vorgenommen, wobei die embryonalen Stammzellen
(ES- Zellen) aus der inneren Zellmasse der Blastozyste der Maus gewonnen
wurden und gezeigt werden konnte, dass sie sich in alle Zellen der drei

Keimblatter und in Keimzellen differenzieren konnen (Evans and Kaufman, 1981).



Zur Erhaltung der Pluripotenz konnte gezeigt werden, dass entweder die murinen
ES-Zellen in Kokultur mit embryonalen Fibroblasten gebracht werden mussen
oder der LIF- Faktor (,leukemia inhibitory factor”) zum Kultivierungsmedium
hinzugegeben werden muss, um eine Zellvermehrung im undifferenzierten
Zustand zu ermdglichen (Smith et al., 1988) (Pease et al., 1990).

Bei der Untersuchung der Differenzierung der murinen ES- Zellen konnte
nachgewiesen werden, dass diese im Verlauf der Kultivierung dreidimensionale
Zellaggregate, sogenannte embryoid bodies (EB’s) bilden (Doetschman et al.,
1985). Zur Kultivierung dieser eignet sich die Methode der sogenannten
,=hangenden Tropfen® (Behringer et al., 2016)(Kibschull, 2017), wie im
Material/Methoden-Teil dieser Arbeit beschrieben, hier modifiziert entsprechend
einem Protokoll von Wobus et al. aus dem Jahr 1991 (Wobus et al., 1991).

Dieses Zelldifferenzierungssystem kann, nachdem humane embryonale
Stammzellen erstmals 1998 etabliert wurden (Thomson et al.,, 1998), auch im
humanen Bereich Verwendung finden. Im weiteren konnte auch gezeigt werden,
dass im Gegensatz zu den murinen ES- Zellen eine Kokultur mit Fibroblasten und/
oder LIF keinen gewunschten Effekt auf die Erhaltung der Pluripotenz hat
(Dahéron et al., 2004) (Nakamura et al., 1998).

Die Forschung an humanen embryonalen Stammzellen unterliegt einer standigen
ethischen Debatte (Lensink et al., 2020), da zu ihrer Gewinnung Embryonen
getotet werden mussen. Um diesen Diskurs zu vermeiden, haben in den 2000er
Jahren Forscher versucht diesen Weg zu umgehen. Eine besondere Eigenschaft
der ES- Zellen ist es, dass sie unbegrenzt proliferieren kdnnen, da sie den
Verkurzungsprozess der Telomere bei der Teilung durch Expression von
Telomerase ruckgangig machen konnen (Criqui et al., 2020). Auf genetischer
Ebene konnte zudem nachgewiesen werden, dass es sogenannte ,ES- kritische
Gene® gibt (Qi and Pei, 2007) (Pera, 2008) (Duinsbergen et al., 2008), die fur die
Aufrechterhaltung des undifferenzierten Zustands essentiell sind. Ein Beispiel
hierfur ist der Tanskriptionsfaktor Oct-4. Fehlt er fuhrt dies zum Abbruch der
Weiterentwicklung eines Organismus und damit zum Verlust der

Stammzellfunktion.



Es wurde die Hypothese aufgestellt und verifiziert, dass der Transfer des Gens
Oct-4 in eine differenzierte Zelle und seine Expression zur Reprogrammierung der
Zelle in eine Stammzelle fuhren konnte. ,ES- kritische Gene“ wie Oct-4 wurden
mittels retroviraler Vektoren in somatische Zellen Uberfuhrt und induzierten dort
die Reprogrammierung. Es gibt eine Reihe weiterer Faktoren, die fur die
Aufrechterhaltung der Pluripotenz von Bedeutung sind und deren Expression
durch die Reprogrammierungfaktoren aktiviert wird, wie z.B. das Gen Nanog,
dessen Expression laut der Gruppe um Mitsui und Yamanaka unabdingbar fur die
Pluripotenz in ES- Zellen ist (Mitsui et al., 2003).

Der Forschungsgruppe um Takahashi und Yamanaka gelang es 2006 nach
Untersuchung von insgesamt 24 solcher Gene Fibroblasten in induzierte
pluripotente Stammzellen (iPS- Zellen) zu reprogrammieren (Takahashi and
Yamanaka, 2006). Die Gruppen um Takahashi, Yamanaka, Okita und Wernig et
al. konnten aulRerdem zeigen, dass die Kombination der Transkriptionsfaktoren
Oct-4, Sox-2, KIf-4 und c-Myc, die sogenannten OSKM Faktoren, dafur ausreicht
(Welstead et al,, 2008) (Wernig et al., 2007) (Okita et al., 2007). Im
Zusammenhang mit der Aufrechterhaltung der Pluripotenz einer Zelle gelten diese
Gene als Transkriptions- Master- Regulatoren, da lhre Expression reicht, um die
Anderung der Zellidentitit auszulésen. Dabei kontrollieren sie ihre eigene
Expression durch Bindung an eine Kontrollregion. Yamanaka erhielt fur diese

Entdeckung 2012 den Nobelpreis fur Medizin.

Die erfolgreiche Reprogrammierung von somatischen Zellen eroffnet die
Moglichkeit neuer Ansatze zur Gewinnung differenzierter Zellen in der
regenerativen Medizin mittels pluripotenter, patienten-spezifischer Zellen, die
einen autologen Therapieansatz ermoglichen konnten (Li et al., 2016) (Mungenast
et al., 2016) (Sproul, 2015) (Miller et al., 2020). AuRerdem wird die ethisch
problematische Gewinnung embryonaler Stammzellen umgangen. Ein wichtiger
Aspekt bei der Reprogrammierung ist, diese ,Entwicklung ruckwarts® in ihrer
Methodik zu vereinfachen und die Effizienz zu steigern. Diesem Thema widmet

sich der erste Abschnitt dieser Dissertation.



Bisher genutzte Methoden zur Reprogrammierung beinhalten verschiedene
Transfektionsverfahren. Transfektion bedeutet dabei das Einbringen von Fremd-
DNA, wie z.B. Plasmiden in die Zelle. Die von Yamanaka publizierte Methode der
Reprogrammierung mittels retroviraler Vektoren ist vergleichsweise effizient, fihrt
aber in der Regel zur Integration des Transgens in das Ziel- Genom (Stadtfeld and
Hochedlinger, 2010). Diesen Nachteil vermeidet die Methode der
Reprogrammierung mittels Plasmid- DNA, die aber recht ineffizient ist.
Verschiedene Methoden, wie Lipofektion oder Elektroporation (Sharifi Tabar et al.,
2015) werden dabei fur die Transfektion der Zellen angewandt. Zur Optimierung
dieser Methode wurden im Rahmen dieser Arbeit verschiedene Methoden der
Transfektion somatischer Zellen mit Plasmid- DNA untersucht. Zum Vergleich mit
einer Standardmethode wurde dabei als Kontrolle die
Reprogrammierungsmethode mittels retroviraler Vektoren verwendet. (Capetian et
al., 2016). In diesem Protokoll wird auch die zusatzliche Verwendung von mi- RNA
zur Steigerung der Induktion der Pluripotenz beschrieben (Judson et al., 2009).
Um die Toxizitat der einzelnen Versuchsschritte des Protokolls quantitativ abbilden
zu koénnen, wurde in dieser Arbeit der LDH- Test zur Abbildung des Zellsterbens
(Kaja et al., 2017) verwendet.

Die Optimierung der Reprogrammierungseffizienz ist ein wichtiger technischer
Aspekt. Daruber hinaus stellt sich die Frage ,Sind die iPS- Zellen den

embryonalen Stammzellen ebenburtig?!*

1.3. iPS-Zellen vs. ES- Zellen: Gleichwertig oder Kompromiss?

Ein  wichtiges Indiz fur das pluripotente  Zellstadium ist das
Differenzierungsvermogen der Zelle. Die in vitro Differenzierung von ES- Zellen,
zum Beispiel in Muskelzellen, Herzzellen oder Knorpelzellen ist gut untersucht
(Guan et al., 1999). Im zweiten Abschnitt dieser Arbeit wurden daher das Ausmalf}
der Differenzierung der ES- Zellen in Muskel-, Herz- und Knorpelzellen mit dem
der iPS- Zellen vergleichend untersucht.

Ein Beispiel ist die Chondrogenese, also die Differenzierung von Knorpelzellen.
Die Arbeitsgruppe um Kramer et al konnte zeigen, dass ,wahrend dieser
Chondrogenese die in der fruhen Phase von der prachondrogenen Zelle

umgebenden Faktoren und die Zellaggregation eine entscheidende Rolle spielt”
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(Kramer et al., 2005). Zudem konnte gezeigt werden, dass sich sogenannte
,Nodules“ bilden, also zufallig im EB verteilte mesenchymale Kondensationen,
welche bestimmte Marker- Gene, wie z.B. Proteoglykane und vor allem Kollagen
Typ Il exprimieren (Kramer et al., 2005). Kollagen Typ Il kann unter anderem
mittels histologischer Farbung oder Immunfluoreszenzfarbung nachgewiesen
werden.

Die kardiogene Differenzierung zeigt sich anhand verdichteter schlagender Areale
und der Expression von Marker- Genen, wie herzzell- spezifische Isoformen von
Actin und Myosin durch die Zellen bei der Differenzierung (Di Pasquale et al.,
2013). Schlagende Areale wurden daher in dieser Arbeit innerhalb der EBs
mikroskopisch ausgewertet.

Sowohl die chondrogene als auch die kardiogene Differenzierung von iPS- Zellen

wurde im Vergleich mit den ES- Zellen untersucht.

1.4. Vergleich der iPS- und ES- Zellen auf genomischer Ebene

Differenzierte Zellen behalten in der Regel Ihre Identitat bei. Einige dieser Zellen
wie zum Beispiel Nervenzellen teilen sich nicht mehr. Andere differenzierte Zellen
wie Leberzellen konnen sich teilen und neue funktionelle Zellen hervorbringen.
Charakteristisch fur einen bestimmten Zelltyp und damit der Identitat einer Zelle ist
ihr Genexpressionsmuster (Buganim et al., 2013). Dieses muss ,erinnert” und an
die Tochterzelle weitergeben werden. Mechanismen, die dieses Weitergeben
unterstitzen und regulieren sind unter anderem positive wie negative
Ruckkopplungsschleifen basierend auf Transkriptionsregulatoren, sowie cis-
Regulationssequenzen und Transkriptionsschaltkreise (Buganim et al., 2013). Es
gibt also ein Zellgedachtnis, die Zellidentitat, welches den Weg der Zelle im Lauf
der Entwicklung bestimmt und molekulare Mechanismen, welche das
Zellgedachtnis bilden. Das DNA- Methylierungsmuster, in Form des methylierten
Cytosins, spielt hierbei ebenfalls eine wichtige Rolle und wird z.B. an die
Tochterzellen vererbt (Bird, 2011).
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Abb. 2: Methylierung von Cytosin zu methyliertem Cytosin (5-
Methylcytosin) durch die Methyltransferase

Bei Wirbeltieren tritt die Methylierung von Cytosin nur bei ausgewahlten C-
Nukleotiden innerhalb einer CG- Sequenz auf. Die Erhaltungs- Methyltransferase
methyliert bei der DNA- Replikation ausschliel3lich an solchen CG- Sequenzen,
welche bereits mit methylierten CG- Sequenzen basengepaart sind, und erhalt so
das Muster aufrecht (Bird, 2011).

Es konnte ein Zusammenhang zwischen ,inkorrektem“ DNA- Methylierungsmuster
und der Entartung von Zellen bei der Carcinomentstehung nachgewiesen werden
(M and M, 2010). Zudem verandern sich die Methylierungsmuster im Verlauf der
Saugerentwicklung. Schon kurz nach der Befruchtung der Eizelle wird das
gesamte Genom demethyliert und ein neues Muster gebildet (Li and Zhang,
2014).

DNA Reparaturenzyme konnen den Anteil methylierter C's verringern. Durch
zufallige Desaminierung eines nicht methylierten C entsteht Uracil. Da Uracil aber
nur in der RNA, nicht in der DNA, vorkommt wird es durch die Uracil- DNA-
Glykosylase erkannt, ausgeschnitten und durch ein unmethyliertes C ersetzt. Die
Desaminierung eines 5- Methyl- C fuhrt hingegen zu einem Tyrosin. Somit kann
die Uracil- DNA- Glykosylase nicht agieren, folglich wird kein neues C gebildet, es
verbleibt das ,mutierte” Tyrosin und es kommt zur Transition. Als Konsequenz

dieses Mechanismus gingen im Lauf der Evolution mehr als drei von vier CG-
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Sequenzen verloren (Li and Zhang, 2014). Die verbliebenen CG- Sequenzen sind
ungleich verteilt, wobei es im Vergleich zum restlichen Genom Areale mit einer
zehnfach hoheren CG- Dichte gibt, sogenannte CG- Inseln mit ca. 1000
Nukleotiden- Lange. Diese Inseln liegen haufig in Promotoren von Genen, die fur
die Lebensfahigkeit der Zelle unverzichtbar sind. Diese CG- Inseln blieben also
offensichtlich von der Desaminierung verschont und verblieben unmethyliert in der
Keimbahn. Erkannt werden diese CG- Inseln in ihrer methylierten Form durch
DNA- Bindeproteine, deren cis- Regulationssequenzen auf Genebene oft selbst
CG enthalten. Die cis- Regulationssequenzen der Proteine binden an den CG-
DNA- Abschnitt und schutzen damit vor Ort vor oben benannter Methyltransferase
(Alberts, 2017).

Ein weiterer Mechanismus zum Erhalt der Zellidentitat ist das genomische
'Imprinting’, bei der ebenfalls die Methylierung der DNA eine Rolle spielt.
Genomisches 'Imprinting' bedeutet, dass bei einem diploiden Chromosomensatz
entweder die paternale oder maternale Genkopie aktiviert wird, sodass nur von
einer Kopie die Geninformation in ein Protein umgewandelt wird. Beim Menschen
betrifft dies etwa 300 Gene (Lawson et al., 2013).

Es konnte gezeigt werden, dass beim menschlichen frihen Embryo die Gene, die
dem genomischen 'Imprinting' unterliegen durch Methylierung markiert werden,
und somit entweder die paternale oder maternale Genkopie methyliert wird. Dies
fuhrt zu einer veranderten Genexpression der jeweiligen methylierten Genkopie
(Lee and Bartolomei, 2013).

Pluripotente Zellen besitzen ebenfalls charakteristische CG- Methylierungsmuster.
In Bezug auf die Unterschiede zwischen iPS- und ES- Zellen wurde daher die
Methylierung von CG- Sequenzen in den Pluripotenz- Genen Oct-4, Sox-2 und
Nanog in dieser Dissertation untersucht. Als Grundgedanke steht hier die

Vergleichbarkeit der Zellen in Bezug auf die CG- Sequenzen im Mittelpunkt.
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2. Zielsetzung

Hypothese: iPS- Zellen und ES- Zellen weisen auf klonaler Ebene Unterschiede
im Hinblick auf epigenetische Modifikationen und ihr Differenzierungspotential auf

Die Korrelationen kénnen erfasst und dargestellt werden.

Ziele:
1) Etablierung von Zelllinien aus Klonen von iPS- Zellen und ES- Zellen
2) Analyse des in vitro Differenzierungspotentials der etablierten Klone in die
myogene und chondrogene Richtung
3) Analyse epigenetischer Modifikationen der etablierten Klone und mégliche

Korrelation mit der myogenen und chondrogenen Differenzierungsféhigkeit
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3. Material und Methoden

3.1. Gerate

Autoklav 2540 EL (Systec, Wettenberg, Deutschland)

Autoklav Varioklav H+P (Oberschlei3hein, Deutschland)

Analysenwaage (Sartorius, Gottingen, Deutschland)

Eismaschine Scotsman AF-20 (Herborn, Deutschland)

Elektrophorese Gelkammer Consort EV 243 (Biorad, Munchen, Deutschland)
Elektronische Pipettierhilfe (accu-jet Brand, Wertheim, Deutschland)
Feinwaage 0,5g-1500g (Kern, Balingen, Deutschland)

Fluolink-UV-Kabine Biobloc 254 nm (Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland)
Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axioplan 2 (Zeiss, Oberkochen, Deutschland)
Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axiostar plus (Zeiss, Oberkochen, Deutschland)
FOculus Digitalkamera EEE1394 (NET GmbH, Finning, Deutschland)c
Gelkammer (Peqglab, Erlangen, Deutschland)

Inkubator, Zellkultur, Nuaire IR CO2 Water Jacketed (Nuaire, Plymouth, USA)
Inkubator, Zellkultur, Hera Cell Heraeus (Nunc, Thermo Scientific, Schwerte,
Deutschland)

Inkubator, Zellkultur, Hera Cell 240 i (Nunc, Thermo Scientific, Schwerte,
Deutschland)

Magnetthermortuhrer MR2002 (Heidolph, Nurnberg, Deutschland)

Mikroskop CK2 (Olympus, Hamburg, Deutschland)

Mikrowelle ER7700 (Toshiba, Tokyo, Japan)

Nanodrop 2000 ¢ Spektrophotometer (Thermo Scientific Schwerte, Deutschland)
NEPA 21 Elektroporator (Nepa Gene, Ichikawa, Japan)

Pipettierhilfe 10 pl,100 pl und 1000 ul (Eppendorf, Koln, Deutschland)
pH-Meter 766 Calimatic (Knick Elektronische Messgerate, Berlin, Deutschland)
Photometer, Ultrospec 3000 (Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland)

Real Time Thermocycler (Applied Biosystems, FC, CA, USA)

Rotator (Renner GmbH, Dannstadt, Deutschland)

Schuttler Vortex Genie 2 (Scientific, Bohemia, USA)

Software Axio Vision 3.0.6 (Zeiss, Oberkochen, Deutschland)

Software Corel DRAW X5 Graphic Suite (Corl Corporation, Ontario, Canada)
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Software Firewire CameracontrolCenter (Flir, InfrarotTec Systems, Ranstadt,
Deutschland)

Software Nanodrop Thermo Scientific 2000c Spektrophotometer (Schwerte,
Deutschland)

Software Sigma Plot 2000 5.0 (Systal, Erkrath, Deutschland)

Stickstofftank Arpege 110 (VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland)
Thermocycler Mastercycler gradient (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
Thermocycler MWG (Biotech, Ebersberg, Deutschland)

Thermocycler PTC-200 (Biorad, Munchen, Deutschland)
THOMA-Zahlkammer (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

UV-Transilluminator Bioblock (Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland) mit
Videokamera (Olympus, Hamburg, Deutschland)

Vortexer (Bachofer, Reutlingen, Deutschland)

Wasserbad Typ 3044 (Kottermann, Hanigsen, Deutschland)

Werkbank Nuaire Class Il (Zapf Instruments, Sarstedt, Deutschland)
Zentrifuge 5804 Zellkultur (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
Zentrifuge 5415 R Zellkultur (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
Zentrifuge Labor Mikrozentrifuge (Eppendorf, KoIn, Deutschland)

Zentrifuge Biofuge fresco, Rotor 3765 (Heraeus, Osterode, Deutschland)
Zentrifuge MiniSpin Plus (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Zentrifuge Multifuge 3 S-R (Heraeus, Osterode, Deutschland)

Zentrifuge Sorvall (DuPont Bad Homburg, Deutschland)

3.2. KITS

Nucleospin Plasmid DNA, RNA und Protein Purification KIT (Macherey & Nagel,
Duren, Deutschland)

Nucleospin RNA KIT (Macherey & Nagel, Duren, Deutschland)

EZ DNA Methylation-Gold Kit (Zymo Research, Irvine, CA USA)

Quick-gDNA MiniPrep (Zymo Research, Irvine, CA USA)

Nulceo Spin Extract Il (Macherey & Nagel, Duren, Deutschland)

Plasmid DNA Purification (Mini, Midi, Maxi, Mega, Giga) (Macherey & Nagel,
Duren, Deutschland)

CytoToxONE (LDHCytotoxity Test, Promega GmbH, Walldorf, Deutschland)
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3.3. Materialien

Culture Slides BD Falcon (BioCoat, BD Bio Science, Bedford, USA)

Chamber Slides Objekttrager mit 2 Kammern (Nunc, Thermo Scientific, Schwerte,
Deutschland)

Einfrierrohrchen 1,5 ml (TPP, Trasadingen, Schweiz)

Einwegspritze 10 ml, 20 ml (Braun, Melsungen, Deutschland)

Glaspipetten 2 ml, 5 ml, 10 ml, 20ml| (Eppendorf, KoIn, Deutschland)

Gene Pulser Cuvette 0,4 cm (Biorad, Munchen, Deutschland)
Gewebekulturschalen 6 cm, 10 cm Durchmesser (TPP, Trasadingen, Schweiz)
Gewebekulturflaschen 25-150 cm (TPP, Trasadingen, Schweiz)
Halbmikrokuvetten UVette (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Kyrorohrchen 2.0 ml (Nunc, Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland)
Pasteurpipetten (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Parafilm M (American National Can., St. Louis, USA)

Petrischalen, 10 cm (Sarstedt, Numbrecht, Deutschland)

Pipettenspitzen, steril mit Filter, 10 pl,100 pl und 1000 pl (Nunc, Thermo Scientific,
Schwerte, Deutschland)

Sterilfilter 0,22 pl Millipore (Merck KGA, Darmstadt, Deutschland)

Sterilfilter 0,22 ym (TPP, Trasadingen, Schweiz)

Sterilfilter Millipore (Merck KGA, Darmstadt, Deutschland)

Stericup und Steritop Millipore (Merck KGA, Darmstadt, Deutschland)
Zentrifugenrohrchen 15 und 50 ml (Nunc, Thermo Scientific, Schwerte,
Deutschland)

Zellkulturplatten, 6-Well, 24-Well, 96-Well (Nunc, Thermo Scientific, Schwerte,
Deutschland)
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3.4. Medien und Substanzen

Agarose (Applichem, Darmstadt, Deutschland)

Amphotericin B (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

Anti-RNAse (Ambion Inc. Austin TX, USA)

BSA (Rinderserumalbumin, BioMol, Hamburg, Deutschland)

Dexamethason (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

EDTA (Ethylendiamin-Tetraessigsaure, Titriplex IlI, Sigma, Deisenhofen,
Deutschland)

DMEM (Dulbeccos Eagle Modified Medium, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
dNTPs (Fermentas GmbH, St Leon-Rot, Schweiz)

Ethanol (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Ethidiumbromid (Roche, Mannheim, Deutschland)

Fetales Kalberserum (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

Formalin (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

GeneRuler 1 kb Ledder (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

Isopropanol (100 %, Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

R-Mercaptoethanol (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

Oligo dT Primer zur c-DNA Synthese (Roche, Mannheim, Deutschland)
Penicillin/Streptomycin (Bio Whittaker, Belgien)

2-Propanol (Merck, Darmstadt, Deutschland)

RT-PCR Grade Water (Ambion Inc. Austin TX, USA)

sekundarer Antikorper anti-lg-Mouse/anti-lg-Rabbit (Chemilumeszenz-Kit, Roche
Diagnostics, Mannheim, Deutschland)

sekundarer Antikorper Goat anti Rabbit (Dako, Glostrup, Danemark)
sekundarer Antikorper Rabbit anti Goat (Dako, Glostrup, Danemark)
SuperScriptll RNAse H (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
Taqg-DNA-Polymerase (Peqglab Biotechnologies GmbH, Erlangen, Deutschland)
Trypsin-EDTA (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
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Fetales Kadlberserum (FKS), inaktiviert:
Fetales Kalberserum wurde bei Raumtemperatur auftgetaut und anschliel3end 30

Minuten im Wasserbad bei 54 °C erwarmt, umgefullt und bei -20 °C gelagert.

Gelatine-Losung:

1 g Gelatine von Sigma Aldrich (Munchen, Deutschland) wurde in 100 ml PBS
geldst und autoklaviert. Im Anschluss wurde diese Losung mit PBS zu einer
Endkonzentration von 0,1 % verdunnt.

Die Zellkulturschalen wurden vor Beimpfung mit Gelatine bodendeckend befullt
und mindestens drei Stunden im Kuhlschrank aufbewahrt. Anschliefend wurde
eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, dann die Gelatine abpipettiert und die

Kultivierungsschalen mit dem Kultivierungsmedium befullt.

Kultivierungsmedium fiir Embryonale Stammzellen (ESC):

Inaktiviertes FKS (fetales Kalberserum), 75 ml, DMEM Medium 409 ml, L-
Glutamin 5 ml, Beta- Mercaptoethanol Losung 1 ml, Nicht- essentielle
Aminosauren (MEM) 5§ ml, Penicillin/ Streptomycin 5 ml.

Zusammengefuhrt und mit DMEM aufgefullt und mittels Steristrip-Filter in eine 500

ml Flasche steril filtriert.

Differenzierungsmedium fiir Embryonale Stammzellen (ECS):

Inaktiviertes FKS (Endkonzentration 20 %) 100 ml, DMEM 384 ml, L- Glutamin 5
ml, Beta-Mercaptoethanol Losung 1 ml, Nicht- essentielle Aminosauren (MEM) 5
ml, Penicillin/Streptomycin 5 ml.

Inaktiviertes FKS (Endkonzentration 0,2 %) 1 ml, DMEM 483 ml, L- Glutamin 5 ml,
Beta-Mercaptoethanol Losung 1 ml, Nicht- essentielle Aminosauren (MEM) 5 ml,

Penicillin/Streptomycin 5 ml.

Kultivierungsmedium fiir murine Stammzellen (MSC):

Nicht inaktiviertes FKS (Endkonzentration 10 %) 50 ml, DMEM 430 ml, L-
Glutamin 5 ml, Natrium- Pyruvat 5 ml, Nicht- essentielle Aminosauren (MEM) 5 ml,
Penicillin/ Streptomycin 5 ml, 30 mg Vitamin C.
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Kultivierungsmedium humane Fibroblasten:
Inaktiviertes FKS (Endkonzentration 10 %) 50 ml, DMEM 430 ml, L-Glutamin 5 ml,
Natrium-Pyruvat 5 ml, Nicht- essentielle Aminosauren (MEM) 5 ml, Penicillin/

Streptomycin 5 ml, 30 mg Vitamin C.

TBE-Puffer:
pH 8,3, 108 g TrisBase, 55 g Borsaure, 7,45 g EDTAxNa2, mit aqua dest. auf
1000 ml auffullen, mit HCL auf pH-Wert einstellen.

Phosphate Buffered Saline (PBS):

Es wurden fur die 10x Stockldsung nachfolgende Substanzen in 1000 ml
destilliertem, deionisiertem Wasser gel6st und auf einen pH von 7,2 titriert:

26,9 mM KCL (Merck, Darmstadt, Germany)

1,37 M NaCl (Merck, Darmstadt, Germany)
17,6 mM KH2PO4 (Merck, Darmstadt, Germany)
0,1M Na2HPO4 x 2H20 (Sigma Aldrich, Munchen, Germany)

Anschlief3end wurde von der Stocklosung 1:10 verdinnt und autoklaviert.

PBS (10x)

NaCL 100 g

KCL2,5¢g

Na2HPO4 + 2H20 14,4 g
KH2PO4 2,5 g

Ad 1000 ml aqua dest
pH: 7,2

Trypsin/ Ethylendiamin-Tetraessigsaure (EDTA) — Losung:
Die sterile Trypsin/ EDTA - Losung wurde mit PBS 1:50 verdunnt und bei -20 °C
gelagert.
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FCS (inaktivieren)
Wasserbad auf 54 °C vorheizen, FKS auf Raumtemperatur bringen, FKS 30 min
bei 54 °C erwarmen

10 Rohrchen zu je 50 ml aliquotieren und bei -20 °C lagern

LIF-Medium (100 mg/ml)
25 pl LIF-L6sung in 50 ml Kultivierungsmedium geben (Endkonzentration 5 ng/pl)

Mitomycin C Losung (200 pg/ml)
2 mg Mitomycin C (Serva, Heidelberg, Deutschland) in 10 ml PBS I6sen, steril in

ein 15 ml Falcon-Rohrchen uberfuhren und bei -20 °C lagern

Mitomycin C Medium
Mitomycin C Losung 300 pl und 6 ml Kultivierungsmedium

Einfriermedium
Kultivierungsmedium mit 8 % Dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma, Deisenhofen,

Deutschland) wurde sterilfiltriert.

mTeSR 1 Kultivierungsmedium

fur Stammzellen (Stemcell Technologies, Vancouver, Kanada)

Verwendete Antikorper

Primarantikorper

[I-116B3 mouse-anti-mouse Collagen Type Il (DSHB, lowa, USA)
X-AC 9 mouse-anti-mouse Collagen Type X (DSHB, lowa, USA)
Sekundarantikorper

Rabbit-anti-mouse-FITC (DSHB, lowa, USA)
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Primer
FUr die Sequenzierungsanalyse erfolgte die Synthese der Primer durch die Firma
TIB MOLBIOL (Berlin, Deutschland), mit einer Menge von 100 pM (100 pmol/pl) in

einem Volumen von 50 pl:

Tabelle 1: Auflistung der Primer zu den jeweiligen Genabschnitten

Gen | Primername Primer
Oct4-1 | Externer Primer, reverse 5" — CTCCCCTAAAAACAACTTCCTACTC
Oct4-1 | Externer Primer, forward 5 —ggTTTTTTgAggTTgTgTgATTTAT
Oct4-1 | Interner Primer, reverse 5 — CTCCTCAAAAACAAAACCTCAAATA
Oct4-1 | Interner Primer, forward 5 — gggATTTTTAgATTgggTTTAgAAAA
Oct4-2 | Externer Primer, reverse 5 — CAACCAAATCCCTTCACTTACCT
Oct4-2 | Externer Primer, forward 5 —ggTTTTTAggTgggTTTggAATT
Oct4-2 | Interner Primer, reverse 5 — AAAATTAATTCCACCTTCTCCAACT
Oct4-2 | Interner Primer, forward 5 — AgAggTATTggggATTTTTTTATQT
Nanog | Externer Primer, reverse 5 — CACCAACCAAATCAACCTATCT
Nanog | Externer Primer, forward 5 — TTAgggTTTggAggTgTAgTTg
Nanog | Interner Primer, reverse 5 — AACCAAATCAACCTATCTAAAAACCAA
Nanog | Interner Primer, forward 5 — ATgAATAAAgGTgAAATgAggTAAAg
Sox2 | Externer Primer, reverse 5 —CACTCTCTTCTCTACCTTAACAA
Sox2 | Externer Primer, forward 5 — ATgggTTTTgTTTTATTTTggTTTTAg
Sox2 | Interner Primer, revserse 5 — TAAACAAATTAATAAACAACCATC
Sox2 | Interner Primer, forward 5 — gTATTTAAgAgAgAgTTAATATT
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3.5. Zellkultur

Allgemeine Techniken der Zellkultivierung

Die Arbeit mit den Saugerzellen erfolgte unter sterilen Bedingungen in einer
Werkbank. Dabei wurden die Medien/ Losungen stets vor Gebrauch sterilfiltriert
oder autoklaviert und auf 37 °C im Wasserbad erwarmt. Die Zellen wurden im
Inkubator bei 5 % CO2 und 37° C kultiviert.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde mit folgenden eukaryotischen Zellen
gearbeitet:

Es wurden murine ES- Zellen (BLC6 und D3) und murine embryonale Fibroblasten
(MEF) und eine Zelllinie aus einer durch Uberexpression von Oct-3/4 und KIf-4
reprogrammierten neuralen Stammzelle (2FiPS) untersucht, wobei die MEFs zur
Ko-Kultivierung mit den ES- Zellen verwendet wurden. Bei den
Reprogrammierungsversuchen wurden zusatzlich zu den humanen Fibroblasten
(hum Fibros) auch humane Stammzellen aus Schweil3drusenzellen (hSGSC) und
humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) verwendet.

Fir die Zellkultivierung von murinen embryonalen Fibroblasten wurde
Kultivierungsmedium und fur die ES- und iPS Zellen zudem LIF- Medium mit einer
Konzentration von 5 ng/ul LIF verwendet um die Pluripotenz bei der Zellteilung
und -vermehrung zur erhalten. Im Folgenden wird zunachst auf die allgemeinen

und anschliel3end speziellen Techniken der Zellkultivierung eingegangen.

Gelatinebeschichtung

Zur Optimierung der Zelladhasion wurden die Zellplatten vor der
Mediumbeschickung mit 0,1 % Gelatine fur ca. 15 Minuten beschichtet, diese
anschlieBend verworfen und das jeweilige Zellkulturmedium auf die Platten

gegeben.

Ablosen der Zellen zum Passagieren und Einfrieren, sowie
Kryokonservierung

Zunachst wurde das Zellkultivierungsmedium abgesaugt, anschlielfend wurden
die Zellen zweimal mit PBS gespult. Nun wurde je nach Platten/- SchalengroRe

EDTA/Trypsin Losung auf die Zellen gegeben. Nach ca. 5 min Einwirkzeit, wurde
22



das Ablosen unter dem Mikroskop kontrolliert. Wenn die Zellen sich abgelost
haben, wurde die Zell- EDTA/ Trypsin Suspension mit derselben Menge
Kultivierungsmedium aufgefullt und somit die Proteasereaktion gestoppt.
Anschlief3end konnte die Losung in einem 15 ml- Falcon-Rohrchen aufgenommen
mit Kultivierungsmedium auf 10 ml aufgefullt und das Rohrchen 5 min bei 1000
rom zentrifugiert werden. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet
entweder in Einfriermedium resuspendiert und anschlie3end kryokonserviert oder
in Kultivierungsmedium resuspendiert und auf Zellkulturschalen verteilt.

Die Kryokonservierung erfolgte durch Verpackung des Kryogefaldes mit dem in
Einfriermedium resuspendiertem Zellpellet in einem Styroporkarton, der bei bei -80
°C gelagert wurde und so innerhalb von 24 h herunterkuhlte. Anschlief3end
wurden die Rohrchen zur Langzeitlagerung in flissigem Stickstoff (-196 °C)

gegeben.

Auftauen der Zellen

Das Auftauen der Zellen erfolgte durch ca. 5 min Inkubation der Einfriergefalle im
37 °C Wasserbad. AnschlieBend wurde die Zellsuspension in
Kultivierungsmedium aufgenommen und die Zellen bei 1000 rpm fur 5 min.
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 10 ml
Kultivierungsmedium resuspendiert und die Menge auf die Zellkulturschalen

aufgeteilt.

Ermittlung der Zellzahl

Zur Ermittlung der Zellzahl wurde nach Zentrifugation der Zellen und
Resuspension von 1 ul der Zellsuspension, diese mittels Pasteurpipette in eine
THOMA Zahlkammer gegeben. Die Zellen wurden pro Gesichtsfeld ausgezahlt
und die Zellzahl wird wie folgt ermittelt:

Gezahlte Zellen/64 x 1076 entspricht der Zellzahl pro Milliliter Medium.
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1)

2)

3)

Kultivierung von murinen embryonalen Fibroblasten (MEF) und

Mitomycin C Behandlung zur MEF- Inaktivierung

Feeder Layer auftauen: vier 10 cm- Schalen wurden mit je 9 ml
Kultivierungsmedium beschickt und in ein 15 ml- Rohrchen 6 ml
Kultivierungsmedium vorgelegt. MEF-Zellen wurden schnell im Wasserbad
bei 37 °C aufgetaut, mit einer 2 ml- Pipette resuspendiert und in das
vorgelegte Medium gegeben, anschlieRend bei 1000 rpm far 5 Minuten
zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Pellet mit 4 ml
Kultivierungsmedium gut resuspendiert und auf die vier Schalen zu
gleichen Teilen verteilt.

Feeder Layer mit Mitomycin C behandeln (Inaktivierung): 6ml Mitomycin C
Medium wurden auf die MEF-Zellen gegeben, dabei mit Sterilfilter und
Spritze direkt auf die Schale filtriert und bei 2,5 h bei 37 °C inkubiert.
Wahrend der Inkubationszeit wurden 20 6 cm- Schalen mit 0,1 % Gelatine
beschichtet. 6 ml Kultivierungsmedium wurden in ein 15 ml- Rohrchen
vorgelegt. Die Zellen wurden 3x mit je 5 ml PBS gewaschen, dann 2 ml
Trypsin/EDTA Losung darauf gegeben und 3-5 min. inkubiert. Das Ablosen
der Zellen wurde mikroskopisch kontrolliert. Die Zellen wurden mit 2 ml-
Pipette vereinzelt und in das vorgelegte Medium gegeben, dann 5min bei
1000 rpm zentrifugiert. 20 6 cm- Schalen wurden mit je 4 ml
Kultivierungsmedium beschickt, der Uberstand abgesaugt und die Zellen
mit 20ml Medium aufgenommen, gut resuspendiert und gleichmaRig auf die
20 Schalen verteilt.

Feeder Layer passagieren: vier 10 cm- Schalen wurden mit je 9 ml
Kultivierungsmedium beschickt. In ein 15 ml- Rohrchen wurden 6 ml
Kultivierungsmedium vorgelegt. In eine 10 cm- Schale wurden die Zellen 2x
mit je 10 ml PBS gewaschen und dann 2 ml Trypsin/EDTA draufgegeben.
Das Ablosen wurde mikroskopisch kontrolliert und die Zellen mit 2 ml-
Pipette gut vereinzelt und in das vorgelegte Medium gegeben.
AnschlieRend wurde 5 min. bei 1000 rpm zentrifugiert und der Uberstand
abgesaugt. Die Zellen wurden mit 4 ml Kultivierungsmedium aufgenommen,

gut resuspendiert und gleichmaRig auf die vier neuen Schalen verteilt.

24



4)

9)

6)

Embryonale Stammzellen (ES- Zellen, ESC) auftauen: Zwei 6 cm- Schalen
Feeder Layer MMC wurden mit je 4 ml LIF- Medium beschickt und in ein 15
ml- Rohrchen 6ml Kultivierungsmedium vorgelegt. Die ES- Zellen wurden
schnell bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut und mit einer 2 ml Pipette gut
resuspendiert und in das vorgelegte Medium gegeben. AnschlieRend wurde
5 min bei 1000 rpm zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und ein Pellet in
1,5 ml LIF- Medium resuspendiert und auf die Schale gegeben. (Einige
ESC werden ohne Feeder Layer kultiviert, dann muss LIF- Medium mit der
doppelten LIF- Konzentration (10 ng/ml) verwendet werden und mit 0,1 %
Gelatine vorbeschichtet werden).

ES- Zellen passagieren: zwei 6 cm- Schalen Feeder Layer MMC mit je 4 ml
LIF- Medium beschicken. In ein 15 ml- Rohrchen 6ml Kultivierungsmedium
vorlegen. Zellen einer Schale 2 x mit je 5 ml PBS waschen und dann 2 ml
Trypsin/ EDTA draufgeben. Ablosen mikroskopisch kontrollieren. Zellen mit
2 ml- Pipette vereinzeln und in das vorgelegte Medium geben. 5 min. bei
1000 rpm zentrifugieren. Uberstand absaugen, Zellen in 4ml
Kultivierungsmedium aufnehmen, resuspendieren und gleichmalig auf die
zwei neuen Schalen verteilen.

ES- Zellen einfrieren: Einfriermedium wurde angesetzt:
Kultivierungsmedium 9,2 ml und 800 pyl DMSO wurden steril filtriert. ES-
Zellen wurden abgelost und nach Zentrifugation bei 1000 rpm das Zellpellet
in 1,8 ml Einfriermedium aufgeommen und in ein Kryotube gegeben. Das
Tube wurde in ein im Kuhlschrank vorgekuhltes Einfriergefald gegeben und
uber Nacht bei -80 °C einfgefroren. Das Tube wurde am nachsten Tag in

flissigem Stickstoff gelagert.

Differenzierung der ES- Zellen

Es wurde die Differenzierung der murinen pluripotenten Zelllinien BLC6, D3 (ES-
Zelllinien) und 2FiPS untersucht. Dafur wurden EBs durch Kultivierung der Zellen
in hangenden Tropfen (siehe unten) hergestellt, Gber 6 Wochen kultiviert und
einmal wochentlich je eine Probe zur RNA- Isolation fur die Untersuchung auf
genetischer Ebene und zur histochemischen Farbung mittels Alcianblaufarbung

und Immunfluoreszenzfarbung zum Nachweis der Proteinexpression enthommen.
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Die Probenentnahmen erfolgten an den Tagen 5+7 d, 5+14 d, 5+21 d, 5+28 d,
5+35 d, 5+42 d (,+“ bedeutet hierbei, die seit dem Plattieren der EBs vergangenen
Tage).

Zeitlicher Versuchsablauf des Differenzierungsversuches
Tag 0: hangende Tropfen

Tag 1: RNA- Isolierung

Tag 2: Suspension und RNA- Isolierung

Tag 3: RNA- Isolierung

Tag 4: RNA- Isolierung

Tag 5: Ausplattieren und RNA- Isolierung

Tag 6 bis Ende: Mediumwechsel alle 2 Tage

Tag 5 plus 2 bis Ende: Verwendung von Medium mit 0,2 % FKS
Tag 5 plus 7: RNA- Isolierung

Tag 5 plus 14, 21,28,35,42,49: RNA- Isolierung und Alcianblaufarbung

Hangende Tropfen zur Herstellung der EBs

1) Bakteriologische Petri-Schalen vorbereiten:

a. Die Deckel einer 6cm- Zellkultur Schale wurden in den Deckel der
bakteriologischen Schale gestellt.
b. 4 ml steriles PBS in den Deckel der 6 cm- Schale gefullt.

2) In ein 15 ml- Réhrchen wurden 6ml Kulti-Medium vorgelegt.

3) Zellen wurden 2 x mit je 5 ml PBS gewaschen und dann 2 ml Trypsin/EDTA
draufgegeben.

4) Ablosen der Zellen wurde mikroskopisch kontrolliert.

5) Zellen wurden mit 2 ml- Pipette vereinzelt und in das vorgelegte Medium
gegeben.

6) 5min bei 1000 rpm zentrifugiert.

7) Uberstand abgesaugt, Zellen mit 2 ml 20 % Diff-Medium aufgenommen,
resuspendiert und in der Thoma Kammer gezahlt und die Zellzahl
berechnet.

[(x/64) *1 000 000] /40 000 bzw30 000 = Verdunnungsfaktor fir 1 ml Zell-

Suspension
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Verdinnungsfaktor * 2 -2 = Fur die gesamte Suspension bendtigtes
Medium

(die generelle Formel zur Berechnung der Zellzahl in der Thoma-Kammer
lautet (Gezahlte Zellen / 64) * 1 000 000 = Zellen/ml)

8) Zellen wurden auf eine Konzentration von 40 000 Zellen/ml (800 Zellen /
EB) oder 30 000 Zellen/ml (600 Zellen / EB) verdunnt. Dafur wurde 20 %
Differenzierungsmedium verwendet.

9) Der Boden einer bakteriologischen Petri-Schale wurde mit je 50 — 60

Tropfen Zellsuspension mittels 20 ul- Pipette beschicki.

Suspensionskultur der EBs
1) PBS Deckel wurden aus den bakteriologischen Schalen entfernt.
2) 8 ml 20 % Differenzierungsmedium wurden auf die hangenden Tropfen
gegeben.
3) Schale schwenken, damit sich die EB’s nicht festsetzen
4) Unter dem Mikroskop wurde kontrolliert, das die EB’s moglichst rund sind
5) 2 Tage Inkubation bei 5 % CO2 und 37 °C.

Plattieren der EBs
1) Zellkulturschalen wurden mit Gelatine-Gebrauchslosung beschichtet.
2) 20 % Differenzierungsmedium vorgelegt.
3) Die Pipette wurde auf 100 pl eingestellt und EB’s aus den
bakteriologischen Petri-Schalen auf die Zellkulturschalen gegeben.
4) EB’s wurden durch schwenken verteilt und nach 24h mikroskopisch

kontrolliert.

24 Well- Platte 1 EB pro Well - Alcianblaufarbung
6 cm- Schale 10 EB - RNA Isolation
Chamber Slide (2-Well) 5 EB pro well - Immunfluoreszenz
24 Well- Platte 1 EB pro well

5) Nach 2 Tagen (also an Tag 5+2 d) erfolgte der erste Mediumwechsel, ab

dann wurde 0,2 % Differenzierungsmedium verwendet.
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Besonderheiten bei der Kultivierung humaner Stammzellen aus
SchweiBdrusen (hSGSCs)

Im konfluenten Stadium werden die hSGSCs kleiner und durchlaufen einen
Proliferationsschub, sodass sie erst 3-4 Tage nach diesem Stadium passagiert
werden sollten. Dies entspricht auch der Verdopplungszeit. Sobald die Zellen
grol3 und flachig sind, sind sie ausdifferenziert. Die optimale Zeitspanne fur
Versuche ist erfahrungsgemald Passage 11 bis 18. Das Passagieren sollte immer
im Verhaltnis 1:3 erfolgen, sodass eine Aussaatdichte von 2000-5000 Zellen pro

cm? entsteht.

Kultivierungsmedium: 10 % DMEM (445 ml DMEM, Zugabe von 5 ml Penicillin
/Streptomycin(PAA) und 50 ml FKS

Einfriermedium: 10 % DMSO (Sigma, Deisenhofen, Deutschland), 90 % FKS
Zellablésung: Trypsin- EDTA Solution, PBS (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

Die Zellen wurden nach dem Auftauen in Kultivierungsmedium in einer 25 cmz2-
Kulturflasche inkubiert.

Der Mediumwechsel erfolgte alle 2 bis 3 Tage, frisch aufgetaute Zellen wurden
direkt am Folgetag gewechselt, Passagieren und Einfrieren erfolgte wie oben

beschrieben.

Besonderheiten bei der Kultivierung humaner mesenchymaler
Stammzellen (hMSCs)

Kultivierung in MSC Medium: DMEM, nicht inaktiviertes FKS 50 ml, Pen/Strep 5
ml, L-Gluthion 5 ml, Natrium-Pyruvat 5 ml, MEM 5 ml, Vit. C 30 mg.
Auftauen erfolgte wie beschrieben, Mediumwechsel erfolgte alle 2 bis 3 Tage.

Passagieren und Einfrieren erfolgte wie oben beschrieben.

Besonderheiten bei der Kultivierung humaner Fibroblasten (hum.
Fibros)
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Kultivierungsmedium: DMEM, 50 ml inaktiviertes FKS, Pen Strepp 5 ml, L-
Glutathion 5 ml, MEM 5 ml, Natrium- Pyruvat 5 ml, 30 mg Vit. C

Auftauen erfolgte wie beschrieben, der Mediumwechsel erfolgte alle 2 bis 3 Tage.
Passagieren und Einfrieren erfolgte wie oben beschrieben.

3.6. Histochemische Farbungen und Molekulargenetische Methoden

Alcianblau-Farbung und quantitative Messung

Dieser Phthalocyaninfarbstoff kann zur selektiven Farbung von unter anderem
knorpelspezifischen Glucosaminoglykanen eingesetzt werden und fuhrt bei einem
sauren pH- Wert zu einer blauen Farbung. Erstmals wurde dieser Farbstoff um
1950 durch Harold F. Steedman in der Histologie als ,Schleimfarbstoff* eingefuhrt
(Scott, 1996).

Versuchsablauf:
1) Zellen mit PBS 2x waschen
2) 30 min mit 3,7 % Formaldehyd fixieren
3) Zellen 3x mit PBS waschen
4) Uber Nacht bei Raumtemperatur mit Alcianblau-Farbelésung inkubieren
5) Zellen 3x mit PBS waschen und bis zur mikroskopischen Auswertung mit
PBS Uberschichtet bei 4 °C lagern

Immunfluoreszenzfarbung

1) Medium vom ,Chamber Slide“ absaugen und 2x mit PBS waschen

2) Praparat 5 min in 500 yl eines Gemisches von Methanol und Aceton im
Verhaltnis 7:10, gekuhlt bei -20°C fir 20 min. inkubieren

3) Praparat 3 x mit PBS waschen

4) Praparat mit 500 ul 7,5 % BSA in PBS 30 min bei Raumtemperatur blocken

5) Praparat mit 300 pl primarem Antikorper (Losung in PBS) 1 h bei 37 °C
inkubieren

6) Praparat 4 x mit PBS waschen
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7) Praparat mit 300 pl sekundarer Antikorperlosung (in PBS gelost) 1 h bei 37
°C inkubieren. Die sekundare Antikorperlosung wird zusatzlich mit 1 pg/ml
DAPI (1:1000) versetzt (DAPI farbt Kerne blau, interkaliert mit DNA)
sekundarer AK: FITC Antikorper, 1:200 verdinnt, rabbit Anti Mouse,
markiert mit FITC

8) Praparat 4 x mit PBS waschen, anschlieRend 1 x mit aqua dest. waschen

9) Chamber und Silikon mit Spezialwerkzeug entfernen

10) Praparat mit Vectashield (Rotimount, Karlsruhe Deutschland), eindecken

und das Deckglas mit Nagellack fixieren

3.7. Molekulargenetische Methoden

RNA- Isolation

Die RNA- Isolation erfolgte mit Hilfe des NucleoSpin® RNAII-Kits. Nach der RNA-
Isolation und  -Aufreinigung mittels des o.g. Kits erfolgte die
Konzentrationsbestimmung der RNA in 1 pl Probevolumen durch eine
photometrische Messung der Extinktion bei 260/ 280 nm im Nanodrop-

Spektrophotometer.

Reverse Transkription und Polymerase- Ketten- Reaktion zum

Nachweis der Kollagen- Expression

Die Reverse Transkription erfolgte mit dem Revert Aid™ H Minus First Strand
cDNA Synthesis Kit.

Zuerst wurden 500 ng RNA mit Wasser auf 11 pl aufgefullt. Nach Zugabe von 1 pl
Oligo dT folgte eine funfminutige Inkubation bei 65 °C (Anlagerung der Primer an
den Poly(A)-Schwanz der mRNA). AnschlieBend wurden 1/10 Volumen
Reaktionspuffer, 1 yl RiboLock RNAse Inhibitor, 2 yl 10 mM dNTP-Mix und 1 pl
Reverse Transkriptase hinzugefugt. Es folgte eine Inkubation fur 60 Minuten bei
42 °C, dann far funf Minuten bei 70 °C. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die

Proben bei -20 °C gelagert.
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PCR Reaktion

Material: Puffer 10x, dNTP (10 mM), Primer (10 uM), Tag-Polymerase (NatuTec)
Durchfuhrung: es wurde immer auf Eis gearbeitet,

Mastermix (18 pl PCR-H20, 2,5 yl Puffer, 1 yl DNTP von Fermentas (1 mM),
Primer (10 uM) je 1,25 pul, Taq Polymerase von Segenetics 0,25 pl)

a) 24,25 pl Mastermix in je 0,5 ml Tube geben

b) je 0,75 pl c-DNA zugeben

c) Proben mischen, kurz zentrifugieren und in den Thermocycler geben (2
min 95 °C, Zyklen a 40 sec 95 °C, 40 sec 60 °C (jeweilige Annealing
Temperatur) 40 sec 72 °C, dann 8 min 72 °C, 10 min 4 °C.

d) Proben bei-20 °C lagern

Plasmidklonierung

Zur Plasmidklonierung in E. coli wurden folgende Schritte durchgefuhrt:
1) Transfektion von E. coli mit Plasmid-DNA mittels ,TOPO Cloning“-Reaktion
Kit
2) Plasmid-Isolierung mittels Kit Macherey & Nagel (Duren, Deutschland)
3) Testrestriktion der Plasmid-DNA
4) Agarose-Gelelektrophorese zur Langenbestimmung der DNA-Fragmente
nach Restriktion

“TOPO Cloning” Reaktion:

Tag 1. “One Shot Chemical Transformation”: 100ng Plasmid-DNA zu
chemokompetenten E. coli- Zellen hinzugeben, dann 5 bis 30 min auf Eis
inkubieren, Hitzeschock bei 42 °C fur 30 s ohne schutteln. Auf Eis inkubieren,
dann 250 pl SOC-Medium hinzugeben. Dann bei 200 rpm und 37 °C fur 1 h
schatteln. 10-50 ul dieser Transformationslosung auf eine vorgewarmte Agar-
Platte (mit entsprechender Antibiotikaresistenz: PYFP: Kanamycin, sonst
Ampicillin) geben. E. coli- Kolonien nach 1 Tag Inkubation bei 37 °C isolieren.
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Tag 2: Kolonien mit 100 pl Pipette isolieren und in 15 ml- Rohrchen mit LB-
Medium, versetzt mit dem jeweiligen Antibiotikum, Uberfuhren und Uber Nacht bei
37 °C im Schuttelinkubator kultivieren.

Tag 3: Plasmid- DNA- Aufreinigung mit einem Kit von M&N (Plasmid DNA
Purification): Nach Kultivierung der Zellen werden diese von der Oberflache
abgeldst und lysiert, das Lysat aufgereinigt, anschlieend die DNA an einer
Membran gebunden und erneut aufgereinigt und letztlich aus der Membran gelost,
sodass ein Eluat entsteht. Die DNA- Konzentration des Eluats wird bestimmt und
500- 1000 ng pro Probe mit Restriktionsenzym verdaut. Es wurde PST1 als
Restriktionsenzym verwendet.

Tag 4: Agarose- Gelelektrophorese zur Darstellung des Restriktionsverdaus:
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Abb. 3: TOPO Vektor von Invitrogen (“Topo'™ TA Cloning™ Kit fir die
Sequenzierung, mit pCR4-TOPO Vektor, One Shot™ TOP10 chemisch
kompetente E. coli und PureLink Quick Plasmid MiniPrep-Kit,” n.d.)

32



Agarose-Gelelektrophorese

Verwendetete Materialien:

Gelkammer, Agarose von Roth (Karlsruhe, Deutschland), 1x TBE Puffer, Midori
Green (3 pl/100 ml Gel) von Nippon Genetic Europe, Blue Juice Puffer, 1 kb Leiter
(1 pg/ul) von Gene Ruler Plus DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific

GeneRuler 1 kb DNA Ladder

'

G O O = QOISO D=t DD
N -

1% agarose

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1X TAE, 7 V/cm, 45 min

Abb. 4: GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fa. Thermo Scientific) (“GeneRuIerT'VI 1 kb
DNA-Leiter,” n.d.)

Durchfuhrung:

1) 1% Agarose in 1x TBE abwiegen und in der Mikrowelle bis zur
vollstandigen Losung erhitzen

2) Gel auf ca. 70 °C abkuhlen lassen, Midori-Green Losung in 1 pl auf 100 ml
Gel zufugen und leicht umschwenken und in den Gelgie3stand geben
(Gelkammer und Kamme werden nach GrolRe der aufzutrennenden
Produkte ausgewahlt)

3) Gel vollstandig ausharten lassen (ca. 30 min.), dann in die Pufferkammer
geben und mit 1x TBE Puffer bedecken

4) Vorsichtig den Kamm ziehen und die Taschen mit Puffer spllen

5) Das zu trennende Produkt (z.B.: DNA- Produkt aus PCR) mit Blue Juice
(1:6) versetzen, vortexen und die Probe in die Kammer geben

6) 1 kb Leiter 1:10 mit Blue Juice verdinnen und von dieser Stammlosung 18

Ml einsetzen
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7) Gel vorsichtig mit Proben und Leiter beladen und bei 125 mA und
konstanter Voltzahl laufen lassen
8) Nach 30- 60 min. Gel unter UV-Licht auswerten.

3.8. Reprogrammierungsmethoden

Transfektion

Es wurden verschiedene Methoden zur Optimierung der Transfektion
durchgefuhrt.

Der STEM- Circles- Vektor enthalt die Gene Lin28, GFP, Nanog, Sox-2 und Oct-4
unter der Kontrolle einer CMV- Promotorregion (Abb. 5a). Im Rahmen der Arbeit
sind samtliche Transfektionsveruche mittels STEM-Circles erfolgt.

Zusatzlich wurde ein Reportergen- Konstrukt mit einem ubiquitar exprimierten
EGFP- Gen als Kontrolle fur die Transfektion verwendet. Dieses Kontrollplasmid
ist pEYFP-N1 (Addgene, Teddington UK, Abb. 5b). Anschlieend wurde das
Plasmid mittels E. coli kloniert, isoliert und mittels Testrestriktion und
anschliellender Gelelektrophorese Uberpruft. Die Testrestriktion erfolgte mit dem
Enzym Pstl. Dabei sind zwei Fragmente von 550 bp und 4200 bp Lange zu

erwarten.
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Abb. 5a: Schematische Darstellung des STEM-Circles™ Vektor vom Hersteller
STEMCELL Technologies Inc. (Canada) (“STEMCELL Technologies is Proud to
Announce STEMcircles™, a Virus-Free Technology for Reprogramming Cells,”
n.d.)
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‘ Bgill (609)
Asel (7) Xnol (613)
CAG_enhgnoer Sacl (620)
Ndel (234) Hindlll (622)
CMV_immearly_prompdgsg| (829)
Apall (4361) CMV_fwd_primer Sall (839)
pBR322_origin CMV_promoter Konl (849)
Nhel (591) Sacll (852)
Xmal (656)
Apal (857)
Smal (658)
BamH| (660)
Agel (6886)
EGFP_N_primer
TK_PA_terminator EYFP
NeoR/KanR T203Y (EYFP)
EGFP_C_primer
Notl (1401)
Xoal (1411)
Hpal (1520)
EBV_rev_primer
£ Aflll (1639)
Fspl (2859)
Mscl (2838) . » f1_origin
Narl (2757) AmpR_promoter
Clal (2597) pBABE_3_primer
Stul (2578)
SV40pro_F_primer
SVA40_origin
SV40_promoter
SV40_enhancer
Source/Vendor: Clontech
Analyze: Sequence
Plasmid Type: Mammalian Expression
Promotor: CMV
Cloning Method: Unknown
Size: 4700
5' Sequencing 1 Primer: EGFP-N
5' Sequencing 1 Primer , ,
Sadtlence: 5'd[CGTCGCCGTCCAGCTCGACCAG]3
Tag 1: EYFP (Cterm)
Bacterial Resistance: Kanamycin
Selectable Marker: Neomycin
Notes: Yellow variant of GFP tag
Catalog Number: 6006-1
Stable: Stable
Constitutive: Constitutive
Viral/Non-Viral: Nonviral

Abb. 5b: Genkarte vom Plasmid PYFP (Fa. Addgene) (Sarrion-Perdigones et al.,
2013)

35



Elektroporation

Vorbereitung: Trypsin/ EDTA Loésung, PBS, 15 ml- Roéhrchen mit 6 ml
Kultivierungsmedium, Cytomix (5 ml Cytomixbasis und 100 ul Glutathion (250 mM)
und 100 pl ATP (250 mM), 6-Well Platte, vorbeschickt mit 0,1% Gelatine mit
Kultivierungsmedium befullt, Zahlkammer, Mikroskop mit Videokamera

Zuvor waren in der AG Rohwedel bereits die besten Bedingungen der
Elektroporation ermittelt worden. Dabei wurden als beste Bedingungen 320 V und
500 pF in einer 0,4 cm Kuvette ermittelt. Diese Bedingungen werden ebenso von
der Firma BIO-RAD fur den Gene Pulser vorgeschlagen, um eine Effizienz von 60
% zu erhalten. Ebenso wurden im Rahmen der Bachelorarbeit ,Induzierte
pluripotente  Stammzellen:  Chondrogenes  Differenzierungspotential  und
Vektorsysteme zur Reprogrammierung“ am Institut fur Virologie und Zellbiologie
der Universitat zu Lubeck bereits verschiedene Transfektionsreagenzien getestet,
und zwar im Einzelnen Lipofectamin, X-TremeGENE HP, DreamFECT und
DreamFECT Gold. Dabei ergaben sich deutliche Vorteile bei der Verwendung von
X-tremeGENE HP.

Cytomix:
120 mM KCL, 0,15 mM CaCl2, 10 mM K2HPO4/KH2PO4 (pH 7.6), 25 mM Hepes
(1 M Stocklosung), 2 mM EGTA, 5 mM MgCI2, eingestellt mittels KOH auf pH 7,6,

sterilfiltriert und bei Raumtemperatur gelagert

Arbeitsschritte:

1.) 1x T150 Flasche mit zu 80 % konfluenten humanen Fibroblasten 2 x mit 20
ml PBS waschen

2.) 4 ml Trypsin/EDTA hinzugeben, 2- 5 min inkubieren

3.) Zellsuspension in 15 ml- Falcon-Réhrchen mit 6ml Kultivierungsmedium
uberfuhren

4.) Zellen in Zahlkammer zahlen (9 pl Suspension)

5.) Ca. 2 Mio Zellen bei 1100 rpm 5 min zentrifugieren

6.) Uberstand absaugen und 800 pl Cytomix resuspendieren

7.) Je 5 ul DNA in eine 0,4 cm- Kiivette geben (2 Proben mit STEMcircles™
Probe und GFP Kontrollkonstrukt Plasmid)
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- 5 pg minicircle DNA bei einer Konzentration von 0,3 pg/pl
(STEMcircles™)

- 5 yg GFP-Kontrollkonstrukt Plasmid bei einer Konzentration von 0,3
pg/ul (Das Kontrollplasmid PYFP wurde mir von der AG N. Tautz
Universitat zu Lubeck, Institut fur Virologie und Zellbiologie von Dr.
Isken zur Verfugung gestellt)

8.) Elektroporation bei 320 V und 500 pF

9.) 200 pl Kultivierungsmedium hinzugeben

10.) Gesamtmenge auf 4 Wells zu je 250 pl verteilen und bei 37 °C
inkubieren

11.) Kontrolle und Zellzahlermittlung durch Auszahlung unter einem

Fluoreszenzmikroskop, Tabelle mit Ergebnissen

Zellzahlberechnung mittels Neubauer-Zahlkammer:
Gezahlte Zellen/64 x 1 Mio/ml x ml Volumen, im 10 ml- R6hrchen entspricht
dies der Gesamtzellzahl

Elektroporation mit NEPA21

Versuch mit hSGSC Zellen:

Elektroporation mit Unterstitzung vom Fraunhofer Institut und deren NEPA 21

Auf 24 Well Platte 5x10 *4 Zellen pro 500 pul pro Well (entspricht 80 % Konfluenz)
Vor Elektroporation mit Optimem-Medium beschicken, 30 min. nach
Elektroporation wieder 10 % DMEM dazugeben

Elektroporation mit NEPA 21 (Fraunhofer EBM)
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Elektroporation und Kontrolle mittels FACS Analyse

Elektroporation nach Verfahren der AG Rohwedel wie oben beschrieben mit
folgenden Anderungen:
- statt humaner Fibroblasten wird mit hMSC Zellen gearbeitet, diese
bendtigen ein spezielles Kultivierungsmedium (s.o.)
- bei Schritt 6 wird ein Tube entfernt und fur den Cellsorter (FACS)
bereitgestellt auf Eis als Negativkontrolle
- bei Schritt 11 wird 1x 250 pl in ein Eppendorfgefald uberfuhrt bei 1100
rom 2-3 min. anzentrifugiert, das Pellet in 500 pl PBS mit 1 % FKS
aufgenommen und fur den Cellsorter (FACS) als Positivkontrolle auf Eis

gestellt.

Transfektion mit X-treme Gene

Vorbereitungen:
Opti-MEM I, Plasmid-DNA (Kontroll-Plasmid), Eppendorfgefal®

Arbeitsschritte pro 6 Well Platte:

1. X-treme Gene HP DNA- Transfektionsreagenz auf Raumtemperatur
erwarmen, vorsichtig vortexen

2. 200 pl Opti-MEM | serumreduziertes Medium oder serumfreies Medium in
ein steriles Rohrchen vorlegen

3. 2,0 pg (entspricht vom Kontrollplasmid 6,66 ul) (Plasmid- DNA dazugeben,
vorsichtig pipettieren, komplett vermischen)

4. 8l (entspricht 26,6 pl fur Kontrollplasmid) und X-treme Gene HP DNA
Transfektionsreagenz vorsichtig dazu pipettieren und komplett vermischen
(im Verhaltnis 4:1 Reagenz zu DNA)

5. bei Raumtemperatur 15-30 min inkubieren

6. X-treme Gene HP Reagenz: DNA-Komplexe in verschiedene Bereiche der
Wells hinzu pipettieren (pro 6 Well Plate)

7. Wellplatte vorsichtig zum vermischen

8. fir 24-48 h bei 37 °C inkubieren
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Transfektion unter Zugabe von mi- RNA

Vorbereitung
Tube 1 (miRNA) Tube 2 (Opti-MEM)
mi RNA/. (3x)10ul miRNA (3x) 5ul Dharma FECT | (hsa-miR-372)
Tranzf.reag (3x)190pI Opti-MEM (3x) 195pl Opti-MEM
Negativkontrolle 10ul H20 5ul Dharma FECT
190pl Opti-MEM 195yl Opti-MEM
Verdiinnungen 1x siRNA Puffer — miRNA 5uM
1ml 5x siRNA Puffer — 1ul miRNA Stock (geldst in 1x siRNA Puffer)
4ml dest. H20 — 9ul siRNA Puffer

Abb. 6: mi- RNA Ansatz

Arbeitsschritte:
1. Verdunnung ansetzen (siehe Abb. 6)
2. Tube 1 und 2 ansetzen, mixen und fur 5 min bei Raumtemperatur
inkubieren
3. Tube 1 zu Tube 2 hinzugeben mittels vorsichtigem Resuspendieren und 20
min. bei Raumtemperatur inkubieren
Je 1600 pl Opti- MEM hinzugeben
,altes“ Kultivierungsmedium von den 4 Wells absaugen
2 ml Transfektionsmedium pro Well pipettieren
24- 48 h Inkubieren bei 37 °C

N o o &
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LDH-Test

Versuchsaufbau
t0 (vor Behandlung) K K1K2K3 pro Zeitpunkt (t)
day 1 S S18283
112|345 |6[|7[8]9]10]11[12
t1 (nach Elektroporation) K K1 K2 K3 Al K1 | K2 | K3 | A1 | A1 | A1 | A2]| A2 | A2 | A3 | A3 | A3
day 2 S 818283 Bl s1|s2|s3|s1|s1]|s1]|s2|s2]|s2]|s3]s3|s3
C 1 1 112 2|2]3|3]3
t2 (nach miRNA I) K K1K2K3 d std1 |std1 |std1 |std2 |std2 [std2
day 4 S S1828S3 E blank|blank [blank
t3 (nach X-treme Gene) K K1K2K3
day 6 S S18283
t4 (nach X-treme Gene) K K1K2K3
day 8 S S18283
t5 (nach miRNA 1) K K1K2K3
day 11 S S1S283

Abb. 7: LDH- Test Versuchsaufbau: Behandlungszeitpunkte mit LDH- Test (10, t1, t2, t3, t4
und t5), je Kontroll- Kultur (K) und STEM- Circle Kultur (S) mit den Referenzwerten vom
LDH mit 100% (std1), mit 50% (std1/2) und als Negativkontrolle (blank). Jede
Kontrollkultur- Probe (K1, K2, K3) und STEM- Circle- Probe (S1, S2, S3) entsprechen
dabei je einem Well einer 6- Well Platte. Zudem erfolgte eine Dreifachkontrolle pro
Zeitpunkt (t) fur K1 mit A1, fir K2 mit A2, fir K3 mit A3 und fir S1 mit S1, fir S2 mit S2
und fur S3 mit S3.

Nutzung des LDH- Test Kits zur Messung der Zytotoxizitat: CytoToxONE (LDH
Cytotoxity Test, Promega GmbH, Walldorf Deutschland)

Durchflihrung des LDH-Tests wahrend des Elektroporationsversuches nach den
einzelnen Behandlungsschritten (t(x) pro Well/Eppendorfgefalie):

1. Zellen 1x mit PBS waschen (6 Wells und 3 Eppendorfgefalie entspricht 9
Proben, die 3 Eppendorfgefalle entsprechen dabei der Ausgangsprobe und
legen somit den Ausgangswert zum spateren Abgleich fest)

2. Mastermix ansetzen; pro Probe: 180 ul PBS + 20 pl Triton 10 % (= 1800 pl
PBS + 200 pl Triton 10 %)

3. pro Probe 200 pl Mastermix pipettieren

4. 45 min bei 37 °C inkubieren

40



o

pro Probe erfolgen drei Messungen, d.h. es werden jeweils 3x 50 pl von

jedem Ansatz abgenommen (K1: A4, A5, A6 K2: A7, A8, A9 / Nullwert-Eppi

1: C4, C5, C6 Nullwert Eppi 2: C7, C8, C9 usw.)

6. die restlichen ca. 50 pl von K1, K2, K3 und S1, S2, S3 in jeweils ein Well
einer 96 Wellplatte uberfihren und bei -20 °C wegfrieren (zur DNA -
Isolation)

7. Standard (std): LDH-positiv Kontrolle separat (1:5000 G181A), ebenfalls 3x
50ul pipettieren (D4-D6) (entspricht 100% LDH)

8. Standard "z (std 7%2): LDH-positiv Kontrolle separat, 1:2 (in PBS) verdunnt,
ebenfalls 3x 50 yl pipettieren (D7-D9) (entspricht 50% LDH)

9. blank: PBS 3x 50 ul (E4-E6) (entspricht 0% LDH)

10.je Well (36x) 50 yl LDH-Substratlésung (G179A, G180A)

11.30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubieren

12.je Well (36x) 50 ul Stop-Solution (G183A AcOH) hinzufigen

13.Lysat bei 490/ 492 nm messen

Kombination Elektroporation, Transfektion und LDH- Test

1) Versuchsaufbau Elektroporation mit STEMcircles™, Behandlung mit mi-
RNA und Transfektion mit X-Treme Gene
Tag 1: Elektroporation
Tag 2: Mediumwechsel mit hF-Medium 20 %
Tag 3: mi- RNA- Behandlung
Tag 5: Transfektion |
Tag 6: Mediumwechsel
Tag 7: Transfektion |l
Tag 8: Mediumwechsel hiPSC Medium 0,2 %
Tag 9: Mediumwechsel
Tag 10: Mediumwechsel, mi- RNA- Behandlung
Tag 11: Mediumwechsel

2) Versuchsaufbau nur Transfektion und mi-RNA
Tag 1: Transfektion |
Tag 2: Mediumwechsel auf hF Medium 20 %
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3)

1)
2)

3)

4)

Tag 3: mi- RNA- Behandlung

Tag 4: Fotos

Tag 5: Transfektion |l

Tag 6: Mediumwechsel

Tag 7: Transfektion Il

Tag 8: Mediumwechsel hiPSC Medium 0,2%
Tag 9: Mediumwechsel

Tag 10: mi- RNA- Behandlung

Tag 11: Mediumwechsel

Versuchsaufbau Elektroporation, Transfektion, mi- RNA und LDH- Test
Tag 1: Elektroporation, dann LDH- Test

Tag 2: Mediumwechsel auf hF-Medium 20 %, dann LDH- Test
Tag 3: mi- RNA- Behandlung

Tag 4: LDH-Test

Tag 5: Transfektion |

Tag 6: Mediumwechsel, LDH-Test

Tag 7: Transdektion |l

Tag 8: Mediumwechsel hiPSC Medium 0,2 %, LDH-Test

Tag 9: Mediumwechsel

Tag 10: Mediumwechsel, mi- RNA- Behandlung

Tag 11: Mediumwechsel, LDH-Test

Vergleich verschiedener Zelllinien

Versuchsaufbau wie Versuch 1 bis Tag 2, dann Wechsel auf 0,2 % Medium
Reprogrammierung mittels Elektroporation von STEM-CIRCLES humaner
vs. muriner Fibroblasten

Reprogrammierung mittels Elektroporation humaner Fibroblasten vs.
hSGSC Zellen mithilfe des NAPA GEN Elektroporators (in Kooperation mit
dem Fraunhofer Institut Lubeck)

Reprogrammierung humaner Fibroblasten vs. humaner mesenchymaler

Stammzellen (hMSC) und Zellsortierung FACS (Durchflusszytometrie)
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Durch die Markierung der erfolgreich reprogrammierten Zellen mit einem
Fluoreszenzfarbstoff- gekoppelten Antikorper (GFP) konnen diese im
Zellsorter mittels Laser angeregt werden und emittieren ein Lichtsignal
spezifischer Wellenlange. Detektoren registrieren dieses Signal auf und
verarbeiten es. Somit ist es moglich die Anzahl der Zellen durch Messung

der Emission in einem Cellsorter (FACS) exakt zu bestimmen.

3.9. Bi-Sulfit-Konvertierung, Klonierung und Sequenzierung

Versuchsablauf
1.) D3, BLCG6, 2FiPS anzichten ohne Feeder Layer, dafir mit 50 pl LIF in
Kultivierungsmedium (doppelt LIF)
2.) 2x 4 cm- Schalen Quick gDNA™ MiniPrep von Zymo Research (Irvine, CA
USA) —> 2x Eluat 50 pl
3.) EZ DNA Methylation Gold Kit™ Protokoll von Zymo Research (Irvine, CA USA)
--> 2x Eluat 10 pl
4.) Gradienten-PCR der externen Primer um die richtigen Annealing Temperatur
zu finden
5.) Agarose Gel Elektrophorese mit den Produkten mittels externer Primer
6.) Wiederholung der PCR mit der ermittelten Annealing Temperatur fur alle
Proben (Oct4-1 ext: 57 °C 423 bp, Nanog ext: 64 °C 348 bp, Sox-2 ext: 57 °C 452
bp, Oct4-2 ext: 64 °C 299 bp)
7.) PCR-Produkte aufreinigen mit PCR Clean-up von Nucleo Spin Extract Il von
Macherey&Nagel (Duren, Deutschland)
8.) Gradienten-PCR der internen Primer mit dem PCR-Produkt der externen
Primer um die beste Annealing-Temperatur der internen Primern zu ermitteln
9.) Agarose-Gelelektrophorese mit den Produkten der internen Primern
10.) Wiederholung der PCR mit der ermittelten Annealing Temperatur fur alle
Proben (Oct4-1 int: 61 °C 200 bp, Nanog int: 55,5 °C 312 bp, Sox-2 int: 55,5 °C
362 bp, Oct4-2 int: 64 °C 228 bp)
11.) PCR der Proben mit der besten ermittelten Temperatur: 3x Probe fur die
externen Primer, davon 2x Probe fur die internen Primer: PCR clean up und 1x
Gelelektrophorese, Rest -20 °C einfrieren

12.) 1x interne Probe auf Eis, 1x Gelelektrophorese der Endprodukte
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13.) Gelextraktion: ausschneiden der Banden wund aufreinigen der

Gelbanden/Produkte (PCR clean up) mit Nulceo Spin Extract Il

14.) TOPO— Cloning von Thermofisher, mit Ampicillin Platten und Ampicillin 100

pl auf 100 ml LB-Medium (1:1000)

15.) Miniprap/ Plasmidpraparation mit Plasmid DNA Purification Nucleo Spin Mini

von Macherey&Nagel (Duren, Germany) --> Eluat 50 pl

16.) Nano Drop Analyse der DNA-Menge

17.) Testrestriktion mit ECO-RI (GAATTC):
500 ng DNA+ 1 yl ECO-RI + 5 pl Puffer Cut Smart, auffullen auf 50 pl mit
sterilem H,O

18.) Gelelektrophorese mit 2 % Agarose-Gel (150 ml TEA-Puffer+ 4,5 ul Midori
Green bei 300 mA, 100 V, 50 W fur 30-45 min

19.) fir Analyse werden 1000 ng/10ul gebraucht—=> nicht ausreichende Mengen:
Plasmid DNA Purification Midi von Macherey&Nagel (Diiren, Germany) -->
100 pl Eluate

20.) 1000 ng/10 pl DNA + 4 pyl Primer M13 Invitrogen 10 pM x2 (forward und

reverse) zu LGC-Genomics (Berlin, Germany) zur Analyse des Anteils der

methylierten DNA- Abschnitte

Restliche DNA der Klone mit Glycerin Stock einfrieren.

Anlegen Glycerin Stock: 40 % Glycerin in LB- Medium.

Auswahl der Primer fiir die einzelnen zu untersuchenden

Genabschnitte

Oct-4, human, genomic DNA
- Genabschnitt 35500000 bp bis 35511776 bp
(siehe Anlage Oct-4 Genabschnitt)
- Genabschnitt nach Bi- Sulfit- Konversion (siehe Anlage)

- Genabschnitt nach Bi- Sulfit- Konversion mit Primern (siehe Anlage)
- Externer Primer Oct-4-1:
Forward: GGTTTTTTGAGGTTGTGTGATTTAT
Reverse: GAGTAGGAAGTTGTTTTTAGGGGAG
Genprodukt: 423 bp
- Interne Primer Oct-4-1:
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Forward: GGGATTTTTAGATTGGGTTTAGAAAA
Reverse: IATMICGACCTIIMICRIITICACEAS

Genprodukt: 200 bp

Originalgenabschnitt Oct-4 Abschnitt 1

Vor Bi- Sulfit- Konversion:
GGGATCCTCAGACTGGGCCCAGAAAA
CCACTCTAGGGAAGTTCAGGGTAGGCTCTCTGCACCCCCTCCTCCTAATCCE
GTCTCCTTAGTGTCTTTCEEGCCAGCACAGGAATGGGGGAGGGGTGGGTGAL
GAGGATGAACACCGGAGTCCCTGGAGGAAGGGAAGCAGGGTATCTC
CATCTGAGGCTCTGTCTTTGAGGAG

Nach Bi- Sulfit- Konversion, nicht methyliert:
GGGATTTTTAGATTGGGTTTAGAAAA

TTATTTTAGGGAAGTTTAGGGTAGGTTTTTTGTATTTTTTTTTTTTAATTTEGTTT
TTTTAGTGTTTTTTIGTTAGTATAGGAATGGGGGAGGGGTGGGTGATGAGGA
TGAATATIGGAGTTTTTGGAGGAAGGGAAGTAGGGTATTTT
TATTTGAGGTTTTGTTTTTGAGGAG

- Externe Primer Oct-4-2:

Forward: GGTTTTTAGGTGGGTTTGGAATT
Reverse: AGGTAAGTGAAGGGATITCETTC

Genprodukt: 290 bp

- Interne Primer Oct-4-2:
Forward: AGAGGTATTGGGGATTTTTTTATGT
Reverse: AGTTGGAGAAGGTGGAATTAATTTT
Genprodukt: 228 bp
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Originalgenabschnitt Oct-4 Abschnitt 2

Vor Bi- Sulfit- Konversion:
AGAGGTATTGGGGATCTCCCCATGT
CCGCCCGCATACGAGTTCTGCGGAGGGATGGCATACTGTGGACCTCAGGTT
GGACTGGGCCTAGTCCCCCAAGTTGGCGTGGAGACTTTGCAGCCTGAGGGC
CAGGCAGGAGCACGAGTGGAAAGCAACTCAGAGGGAACCTCCTCTGAGCCC
TGTGCCGACCGCCCCAATGCLCGTGA
AGTTGGAGAAGGTGGAACCAACTCC

Nach Bi- Sulfit- Konversion:
AGAGGTATTGGGGATTTTTTTATGT
TTGTTTGTATATGAGTTTTGTGGAGGGATGGTATATTGTGGATTTTAGGTTGG

ATTGGGTTTAGTTTTTTAAGTTGGTGTGGAGATTTTGTAGTTTGAGGGTTAGG
TAGGAGTATGAGTGGAAAGTAATTTAGAGGGAATTTTTTTTGAGTTTTGTGTT
GATTGTTTTAATGTTGTGA

AGTTGGAGAAGGTGGAATTAATTTT

Nanog, human, genomic DNA
- Genabschnitt 122700000 bp bis 122715000 bp
(siehe Anhang Nanog, human genomic DNA)

- Genabschnitt nach Bi- Sulfit- Konversion (siehe Anlage)
- Genabschnitt nach Bi- Sulfit- Konversion mit Primern (siehe Anlage)
- Externer Primer
Forward: TTAGGGTTTGGAGGTGTAGTTG
Reverse: AGATAGGTTGATTTGGTTGGTG
Genprodukt: 348 bp
- Interner Primer:
Forward: ATGAATAAAGTGAAATGAGGTAAAG
Reverse: TTGGTTTTTAGATAGGTTGATTTGGTT
Genprodukt: 312 bp
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Originalgenabschnitt Nanog

Vor Bi- Sulfit- Konversion:
ATGAATAAAGTGAAATGAGGTAAAG
CCTCTTTTTGGGGGGGGGGGATGTCTTTAGATCAGAGGATGCCCCCTAAGCT
TTCCCTCCCTCCCAGTCTGGGTCACCTTACAGCTTCTTTTGCATTACAATGTC
CATGGTGGACCCTGCAGGTGGGATTAACTGTGAATTCACAGGGCTGGTGGG
GCGTGGGTGCLCGCCTGGGTGCCTGGGAGAATAGGGGGTGGGTAGGGTAGG
AGGCTTGAGGGGGGAGGAGCAGGACCTACCCTTTAAATCTATCGCCTTGAG
CCG
TTGGCCTTCAGATAGGCTGATTTGGTT

Nach Bi- Sulfit- Konversion:
ATGAATAAAGTGAAATGAGGTAAAG
TTTTTTTTTGGGGGGGGGGGATGTTTTTAGATTAGAGGATGTTTTTTAAGTTTT
[TTTTTTTTTTAGTTTGGGTTATTTTATAGTTTTTTTTGTATTATAATGTTTATGG
TGGATTTTGTAGGTGGGATTAATTGTGAATTTATAGGGTTGGTGGGGTGTGG
GTGTIGTTTGGGTGTTTGGGAGAATAGGGGGTGGGTAGGGTAGGAGGTTTG
AGGGGGGAGGAGTAGGATTTATTTTTTAAATTTATTIGTTTTGAGTTG
TTGGTTTTTAGATAGGTTGATTTGGTT

Sox-2, human, genomic DNA

- Genabschnitt 34649000 bp bis 34653000 bp
(siehe Anlage Sox-2 Genabschnitt)

- Genabschnitt nach Bi- Sulfit- Konversion (siehe Anlage)
- Genabschnitt nach Bi- Sulfit- Konversion mit Primern (siehe Anlage)
- Externe Primer:
Forward: ATGGGTTTTGTTTTATTTTGGTTTTAG
Reverse: TTGTTAAGGTAGAGAAGAGAGTG
Genprodukt: 452 bp
- Interne Primer:
Forward: GTATTTAAGAGAGAGTTAATATT
Reverse: GATGGTTGTTTATTAATTTGTTTA
Genprodukt: 362 bp
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Originalgenabschnitt Sox-2

Vor Bi- Sulfit- Konversion:
GTATCCAAGAGAGAGCCAATATT
CCGTAGCATGGGGGAAAGGAGCTGTCGTCTTGGTGCTGTTTACCCACTTCCT
TCGAACAGGCGTGLCGCLCGTGACCTGTTGCTGAAAACGGGGGGLGGGGGGG
GGGGATACAAAGGTTCCCCAGLCGGCLGGCTGLCGGGCCLGCCTCCCCLGLCG
CGGTTCGGGGCACAGCGCTCTGCTGGGCTCGGCTCGGLCGGLCGCGGCAGGC
CCCGCCCCCTTTCATGCAAAACCCTCTGGCGAGGCTGGGCTCGGGLCGCAGG
AGCCGGCGCTCGCTGATTGGCLCGCCGGAAACCCATTTATTCCCTGACAGCC
CCCATCACATG
GATGGTTGTCTATTAACTTGTTCA

Nach Bi- Sulfit- Konversion:
GTATTTAAGAGAGAGTTAATATT
TIGTAGTATGGGGGAAAGGAGTTGTTGTTTTGGTGTTGTTTATTTATTTTTTTT
GAATAGGTGTGTGTTGTGATTTGTTGTTGAAAATGGGGGGTGGGGGGGGGG
GATATAAAGGTTTTTTAGTGGTIGGTTGTGGGTTTGTTTTTTTTGTGTGGTTTG
GGGTATAGTGTTTTGTTGGGTTTGGTTTGGTGGTGTGGTAGGTTTTGTTTTTT
TTTATGTAAAATTTTTTGGTGAGGTTGGGTTTGGGTGTAGGAGTTGGTGTTTG
TTGATTGGTTGTTGGAAATTTATTTATTTTTTGATAGTTTTTATTATATG
GATGGTTGTTTATTAATTTGTTTA

Optimierung der Annealing Temperatur fur die PCR
Es erfolgte eine Gradienten- PCR zur Auswahl der besten Annealing Temperatur

im Bereich von 55,5 °C bis 65 °C. Zunachst wurde diese fir die externen

ausgewabhlten Primer, anschlieend fur die internen Primer bestimmt.
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Gradienten- PCR externe Primer
Bestimmung der optimalen Annealing Temperatur mittels Gradienten- PCR fur die
externen Primer von Oct-4-1, Oct-4-2, Nanog und von Sox-2 (forward und

reverse):

Oct4 -1 externe Primer forward und reverse

1 kb+

55,1°C 55,4°C 56,2°C 57,2°C 58,4°C 59,8°C 61,1°C 62,5°C 63,6°C 64,6°C 65,7°C

Abb. 8: Gradienten- PCR des Genabschnitts Oct-4-1 mit den externen Primern forward
(GGTTTTTTGAGGTTGTGTGATTTAT) und reverse
(GAGTAGGAAGTTGTTTTTAGGGGAG). Die GroRRe der DNA sollte bei diesem
Genabschnitt bei ca. 423 bp liegen. Die kraftigste Bande liegt bei 56,2 und 57,2 °C,

sodass hier 57 °C ausgewahlt wurde.

Oct4-2 externe Primer forward und reverse

1 kb+
PR

55,1°C 55,4°C 56,2°C 57,2°C 58,4°C 59,8°C 61,1°C 62,5°C 63,6°C 64,6°C 65,7°C

Abb. 9: Gradienten- PCR des Genabschnitts Oct-4-2 mit den externen Primern forward
(GGTTTTTAGGTGGGTTTGGAATT) und reverse (AGGTAAGTGAAGGGATTTGGTTG).
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Die Grofle der DNA sollte bei diesem Genabschnitt bei ca. 288 bp liegen. Die kraftigste
Bande liegt bei 63,6 °C und 64,6 °C, sodass hier 64 °C ausgewahlt wurde.

Nanog externe Primer forward und reverse

1 kb+

e )

55,1°C 55,4°C 56,2°C 57,2°C 58,4°C 59,8°C 61,1°C 62,5°C 63,6°C 64,6°C 65,7°C

Abb. 10: Gradienten- PCR des Genabschnitts Nanog mit den externen Primern forward

(FTAGGGTTTGGAGGTGTAGTTG) und reverse (AGATAGGTTGATTTGGTTGGTG). Die

GroRe der DNA sollte bei diesem Genabschnitt bei ca. 384 bp liegen. Die kraftigste Bande

liegt bei 64,6 °C, sodass hier 64 °C ausgewahlt wurde.

Sox2 externe Primer forward und reverse

55,1°C 55,4°C 56,2°C 57,2°C 58,4°C 59,8°C 61,1°C 62,5°C 63,6°C 64,6°C 65,7°C

Abb. 11: Gradienten- PCR des Genabschnitts Sox-2 mit den externen Primern forward

(ATGCETTTTCTTITATITTIGGTTTTAG) und reverse
(TTGTTAAGGTAGAGAAGAGAGTG). Die GroRke der DNA sollte bei diesem Genabschnitt

bei ca. 452 bp liegen. Die kraftigste Bande liegt bei 57,2 °C, sodass hier 57 °C

ausgewahlt wurde.
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Anschliefliend wurde erneut eine Gradienten- PCR zur Bestimmung der optimalen
'Annealing’-Temperatur fur die internen Primer durchgefuhrt. Die Lange der
jeweiligen amplifizierten Fragmente sollten fur Oct-4-1 bei 200 bp, fur Oct-4-2 bei
228 bp, fur Nanog bei 312 bp und fur Sox-2 bei 362 bp Grolde liegen.

Gradienten- PCR Externe und Interne Primer

Oct4 -1 interne Primer forward und reverse

- Eh Eb Eb a» an e -

55,1°C 55,4°C 56,2°C 57,2°C 58,4°C 59,8°C 61,1°C 62,5°C 63,6°C 64,6°C65,7°C

Abb. 12: Gradienten- PCR des Genabschnitts Sox-2 mit den internen Primern forward

(CECATITITACATICCETITAGAAAA) und reverse
(TATTICACETITICTIITIIGAGEAE). Die Groke der DNA sollte bei diesem

Genabschnitt bei ca. 200 bp liegen. Die kraftigste Bande liegt bei 59,8 °C und 61,1 °C,

sodass hier 61 °C ausgewahlt wurde.

Oct4-2 interne Primer forward und reverse

1 kb+
-e

55,1°C 55,4°C 56,2°C 57,2°C 58,4°C 59,8°C 61,1°C 62,5°C 63,6°C 64,6°C 65,7°C

Abb. 13: Gradienten- PCR des Genabschnitts Oct-4-2 mit den internen Primern forward
(AGAGGTATTGGGGATTTTTTTATGT) und reverse
(AGTTGGAGAAGGTGGAATTAATTTT). Die Grofde der DNA sollte bei diesem
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Genabschnitt bei ca. 228 bp liegen. Die kraftigste Bande liegt bei 64,6 °C, sodass hier 64

°C ausgewahlt wurde.

Nanog interne Primer forward und reverse

55,1°C 55,4°C 56,2°C 57,2°C 58,4°C 59,8°C 61,1°C 62,5°C 63,6°C 64,6°C 65,7°C

Abb. 14: Gradienten- PCR des Genabschnitts Nanog mit den internen Primern forward
(ATGAATAAAGTGAAATGAGGTAAAG) und reverse
(TTGGTTTTTAGATAGGTTGATTTGGTT). Die Grofie der DNA sollte bei diesem
Genabschnitt bei ca. 312 bp liegen. Die kraftigste Bande liegt bei 55,4 °C und 56,2 °C,

sodass 55,5 °C ausgewahlt wurde.

Sox2 interne Primer forward und reverse

1 kb+
-

55,1°C 55,4°C 56,2°C 57,2°C 58,4°C 59,8°C 61,1°C62,5°C 63,6°C64,6°C65,7°C

Abb. 15: Gradienten- PCR des Genabschnitts Sox-2 mit den internen Primern forward
(GTATTTAAGAGAGAGTTAATATT) und reverse (GATGGTTGTTTATTAATTTGTTTA).
Die Grofle der DNA sollte bei diesem Genabschnitt bei ca. 362 bp liegen. Die kraftigste
Bande liegt bei 55,4 °C, sodass hier 55,5 °C ausgewahlt wurde.
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Zusammenfassend ergeben sich folgende Annealing-Temperaturen:

Tabelle 2: Annealing Temperaturen der Externen Primer

Gen GengrolRe 1 | Annealing GengrofBe 2 | Annealing
(bp) Temperatur 1 | (bp) Temperatur 2
(°C) (°C)
Oct-4-1 423 57 288 61
Oct-4-2 288 64 228 64
Nanog 348 64 312 55,5
Sox-2 452 57 362 55,5

Zusammenfassung der Annealing-Temperaturen anhand der Gradienten-PCR der Gene
mit den externen Primer (GengrofRe 1 und Annealing Temperatur 1) sowie der internen

Primer (GengroéRRe 2 und Annealing Temperatur 2)
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4. Ergebnisse

4.1. Transfektionseffizienz

Die erfolgreiche  Transfektion  somatischer Zellen spielt fur die
Reprogrammierungseffizienz eine entscheidende Rolle. Daher wurden zunachst

verschiedene Transfektionsmethoden verglichen.

Transfektion von humanen Fibroblasten mittels STEMcircle™

durch Elektroporation, Xtreme Gene und mi- RNA Behandlung

Humane Fibroblasten wurden kultiviert und mittels Elektroporation (Abb. 16) bzw.
durch Zusatz von X-treme Gene (Abb. 18) und durch Zusatz von X-treme Gene
und anschlieRende mi- RNA- Applikation (Abb. 17) mit dem STEMcircles™ -
Plasmid transfiziert. Bei der Variante mit mi- RNA wurde als Negativkontrolle eine
Transfektion ohne mi- RNA durchgefuhrt. Nach jedem Transfektionsschritt erfolgte
eine Kontrolle auf erfolgreiche Transfektion durch Gesichtsfeldzahlung der grin
fluoreszierenden Zellen der mit STEMcircles™ transfizierten humanen
Fibroblasten (HF) im Vergleich zu einer mit dem Reporter- Konstrukt GFP
transfizierten Kontrollkultur (PYFP). Fur die Gesichtsfeldzahlung wurden 10
Areale betrachtet und die Anzahl der grun fluoreszierenden Zellen pro Areal
erfasst. Die Zeitpunkte der Erfassung und die Auszahlung der Zellen sind in

Tabelle 3 im Anhang dargestellt.
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hF (d2). 10x

GYFP (d2). 10x GYEP (d2). 10x  GYFP (d2). 20x

Abb. 16: Humane Fibroblasten mit STEMcircle™ Plasmid transfiziert (hF) vs. Kontrollkultur
mit GYFP Vektor (GYFP) nach Elektroporation (d2), 10x und 20x vergréf3ert
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hF (d4), - miRNA, 20x

Abb. 17: Humane Fibroblasten mit STEMcircle™ Plasmid transfiziert (hF) vs. Kontrollkultur
mit GYFP Vektor (GYFP) nach Behandlung mit miRNA (d4, + mi- RNA), und keine
Behandlung mit mi- RNA (d4, - mi- RNA), 10x und 20x vergroRert
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AN A

GYFP (d6), 10x GYFP (d8), 10x

Abb. 18: Humane Fibroblasten mit STEMcircle™ Plasmid transfiziert (hF) vs. Kontrollkultur
mit GYFP Vektor (GYFP), nach erster Transfektion mit X-treme Gene (d6) und zweiter

Transfektion mit X-treme Gene (d8), 10x vergrof3ert

Bei diesem Versuch zeigt sich anhand der Auszahlung der grin fluoreszierenden
Zellen pro Gesichtsfeld ein Unterschied der STEMcircles™ behandelten humanen
Fibroblasten im Vergleich zur Kontrollkultur, (Abb. 16). Im Mittel lag der Anteil der
grun fluoreszierenden Zellen in der Kontrollkultur bei 1,4 Zellen je Gesichtsfeld
(Z/G) im Vergleich zu 0,6 Z/G bei den STEMcircles™ behandelten humanen
Fibroblasten.

Nach Verwendung von mi- RNA (Abb. 17) zeigte sich weiterhin eine erfolgreiche
Transfektion mit einer Steigerung der Anzahl der Zellen der reprogrammierten
humanen Fibroblasten auf 0.96 Z/G. Die Negativkontrolle ohne mi- RNA ergab 0,9
Z/G und die Kontrolle mit dem Genkonstrukt GFP ergab ebenfalls einen Anstieg
auf 1,5 Z/G. Zudem zeigte sich in der Umgebung der Zellen eine Zunahme der
absterbenden Zellen und eine Auflockerung des Zellverbundes unter dem
Mikroskop.

Nach erfolgter erster Transfektion am flnften Versuchstag mittels X- treme Gene
zeigte sich eine weitere Zunahme auf 1,0 Z/G versus der mi- RNA Negativ-
Kontrolle von 0,8 Z/G. In der Kontrolle zeigte sich bereits ein leichter Rickgang mit
nicht mehr adharenten Zellen von 0,37 Z/G.
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Der Zellverbund lockerte sich zudem mit jedem weiteren Behandlungsschritt auf,
sodass bereits am neunten Tag nach der zweiten Transfektion nur noch wenige
adharente Zellen mit umgebenden Zelldebries vorhanden waren. Es konnte aber
keine Ausbildung von Kolonien, also Klonen reprogrammierter Zellen beobachtet

werden.

Transfektion von murinen Fibroblasten mittels Elektroporation,

X-treme Gene und mi- RNA Behandlung

Probatorisch wurde in diesem Versuch die Zelllinie der humanen Fibroblasten
durch murine Fibroblasten ersetzt, da im vorherigen Versuch ein zunehmendes
Absterben der Zellen mit weniger fluoreszierenden Zellen nach jeder weiteren
Behandlung beobachtet worden war. Die zugrundeliegende Annahme ist, dass
frihere Versuche der Arbeitsgruppe gezeigt haben, dass murine Fibroblasten in
der Kultivierung widerstandsfahiger sind. Es wurden daher murine Fibroblasten mit
STEMcircles™ transfiziert. Nach der Transfektion an Tag 2 des Versuchsablaufs
(Abb. 19) und nach erneuter Transfektion mit anschlieRender mi- RNA
Behandlung an Tag 4 (Abb. 20) erfolgte eine Gesichtsfeldzahlung der grun
fluoreszierenden Zellen der murinen Fibroblasten (MF) im Vergleich zur
Kontrollkultur (PYFP). Fur die Gesichtsfeldzahlung wurden 10 Areale betrachtet
und die Anzahl der grun fluoreszierenden Zellen pro Areal erfasst. Die Zeitpunkte

der Erfassung und die Auszahlung der Zellen sind in der Tabelle 4 im Anhang

dargestellt.

e T
QMR S

mF (d2), 10x GYFP (d2) 10x

Abb. 19: Murine Fibroblasten mit STEMcircle™ Plasmid transfiziert (MF) vs. Kontrollkultur
mit GYFP Vektor (GYFP), nach Elektroporation (d2), 10x vergroRert
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mF (d4), 10x

Abb. 20: Murine Fibroblasten mit STEMcircle™ Plasmid transfiziert (MF) vs. Kontrollkultur
mit GYFP Vektor (GYFP), nach mi- RNA Behandlung (d4), 10x vergroRert

Nach der Elektroporation zeigten sich 0,33 Z/G bei den murinen Fibroblasten (MF)
versus 0,625 Z/G bei der Kontrolle. Nach mi- RNA Behandlung stieg die Zahl der
MF leicht auf 0,45 Z/G an, die Negativkontrolle und auch die PYFP Kontrolle
ergaben 0,5 Z/G. Hier zeigte sich also kein deutlicher Effekt der mi- RNA
Behandlung und zudem starben die Zellen bereits ab dem dritten Versuchstag,
sodass die Transfektion zwar noch durchgefuhrt wurde, allerdings keine Zellen zur

Auswertung mehr vorhanden waren.

Transfektion von humanen Fibroblasten mit Xtreme Gene und

mi- RNA Behandlung ohne vorherige Elektroporation

Die Vorversuche haben gezeigt, dass es unabhangig von der Zelllinie bei der
Elektroporation zu einem Absterben der Zellen im Versuchsverlauf kommt. Mit
diesem Versuch wurde das Protokoll verandert und statt der Elektroporation nur X-
treme Gene als Transfektionsreagenz zur Transfektion der STEMcircles™
verwendet. Es wurden wiederum humane Fibroblasten verwendet und wie zuvor
beschrieben behandelt. Nach der Transfektion erfolgte wiederum eine
Gesichtsfeldzahlung der grin fluoreszierenden Zellen der humanen Fibroblasten
(HF) im Vergleich zur Kontrollkultur (PYFP). Zudem wurden mikroskopische
Aufnahmen in 10 und 20- facher VergroRerung dieser Zellen zum Zeitpunkt der
Gesichtsfeldzahlung gemacht (Abb. 21). Fir die Gesichtsfeldzahlung wurden 10
Areale betrachtet und die Anzahl der grin fluoreszierenden Zellen pro Areal
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erfasst. Die Zeitpunkte der Erfassung und die Auszahlung der Zellen werden in

der Tabelle 5 im Anhang dargestellit.

Abb. 21: Humane Fibroblasten mit STEMcircle™ Plasmid transfiziert (hF) nach
Transfektion mit X-treme Gene (d2) vs. Kontrollkultur mit GYFP Vektor (GYFP), 10x

vergrofiert

Die Gesichtsfeldauszahlung nach Transfektion mittels X-treme Gene zeigte nach
drei Tagen eine Quote von 0,4 Z/G bei den humanen Fibroblasten versus 0,25
Z/G in der Kontrolle. Nach der mi- RNA Behandlung zeigte sich das Zellsterben so
ausgepragt, dass eine Auswertung der Gesichtsfeldzahlung nicht méglich war.

Transfektion von humanen Fibroblasten und Messung der
Zytotoxizitat mittels LDH- Test

Da bei den vorherigen Versuchen sehr viele Zellen abstarben wurde ein LDH-
Test durchgefuhrt, um zu prufen, welcher Schritt des Protokolls den grofiten Anteil
am Absterben der Zellen hat. Humane Fibroblasten wurden wie beschrieben
transfiziert. Nach erfolgter Transfektion mit STEMcircles™ mittels Elektroporation
und anschlieBender Behandlung mit mi- RNA (Tag 2 und Tag 4 des
Versuchsablaufs, Abb. 22), sowie X-treme Gene (Tag 6 des Versuchablaufs) und
anschlieBender Behandlung mit mi- RNA (Tag 8 des Versuchablaufs, Abb. 23)
erfolgte die Gesichtsfeldzahlung der griin fluoreszierenden Zellen der humanen
Fibroblasten (HF) im Vergleich zur Kontrollkultur (PYFP). Fir die
Gesichtsfeldzahlung wurden 10 Areale betrachtet und die Anzahl der grin
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fluoreszierenden Zellen pro Areal erfasst. Die Zeitpunkte der Erfassung und die
Auszahlung der Zellen sind in der Tabelle 6 im Anhang dargestellt.

Fir den LDH- Test wurde zusatzlich jeweils ein Well mit Zellen analysiert. Die
Zellen dieses Wells wurden jeweils nach der Transfektion und nach der mi- RNA
Behandlung abgeldst und das Substrat der LDH- Messung zugefuhrt.

Es konnte dabei gezeigt werden, dass die umgebende LDH- Konzentration vier
Tage nach der Elektroporation der mit STEMcircles™ behandelten humanen
Fibroblasten mit einem erhohten Anteil von 70,8 % LDH- Konzentration am
groldten war (Tabelle 7). Direkt einen Tag nach der Elektroporation lag der Wert
bereits bei 64 % und fiel nach der ersten Transfektion am sechsten Tag wieder auf
dieses Niveau zuruck. Im weiteren Verlauf sank die Zellzahl unter Zunahme des
Zelldebries. Ein ahnlicher Verlauf mit um 5 % weniger abweichenden Werten

konnte auch bei der Kontrolle nachgewiesen werden.
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GYFP (d4), + miRNA, 1 xA GYFP (d4), - miRNA, 10x
Abb. 22: Humane Fibroblasten mit STEMcircle™ Plasmid transfiziert (hF) nach

Elektroporation (d2) und nach Behandlung mit mi- RNA (d4) vs. Kontrollkultur mit GYFP
Vektor (GYFP), 10x und 20x vergréRert.
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hF (d8), + miRNA, 10x hF (d8), - miRNA, 10x

Abb. 23: Humane Fibroblasten mit STEMcircle™ Plasmid transfiziert (hF) nach 1. und 2.
Behandlung mit X-treme Gene (d6 und d8) vs. Kontrollkultur mit GYFP Vektor (GYFP),
10x vergroRert
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Tabelle 7: Toxizitatsmessung und Vitalitatsvergleich anhand des LDH-Tests

LDH- Test
(in %, von
Morphologie Zelldichte Zelldebries 100%)
K S K S K S K S
d1 Elektroporation
Fotos+LDH-
d2 Test ++ ++ +++ ++ ++ + | 564|642
d3 mi- RNA
Fotos+LDH-
d4  Test ++ ++ +++ ++ ++ ++ | 66,5| 70,8
d5 Transfektion |
Fotos+LDH-
dé  Test + + ++ + +++ ++ [ 52 | 63,1
d7 Transfektion 1l
Fotos+LDH-
d8  Test - - + - ++++ +++| 459|479
d10 mi-RNA
Fotos+LDH-
d11 Test -—— - - - ++ ++ 19,4 | 45,2

Vergleich der Vitalitdt mit Hilfe des LDH- Tests 24h nach Behandlung der Zellen nach
dem vorherigen Protokoll: Die Zellen, humane Fibroblasten, welche mittels Stem-Circles
behandelt wurden (S) und die Kontrollkultur (K), wurden anhand von Morphologie,
Zelldichte, Zelldebries und LDH- Test verglichen. Der Versuchsablauf ist gleich zum
Versuch unter 4.1.1., wobei d1, d2 etc. jeweils dem Tag der Behandlung entspricht,
zusatzlich erfolgte nun 24h nach Behandlung ein LDH- Test. ,+’ entspricht bei der
Morphologie dem Aussehen und der Gestalt der Zellen, ,-” entspricht dem Verlust der
Morphologie. Bei der Zelldichte entspricht ,+ eine hohe Verdichtung/Konfluenz. ,-’
bedeutet zunehmende Licken pro Gesichtsfeld. Ein ,+’ bei Zelldebries entspricht das

Vorhandensein von einer grofen Masse an extrazellularem Material.

Elektroporation mit dem NAPA GEN 21 Elektroporator

Es wurde, in Kooperation mit dem Fraunhofer EMB in Lubeck, eine alternative
Elektroporationsmethode mit dem Gerat NAPA GEN 21 durchgefuhrt. Hierzu
wurden humane Fibroblasten im Vergleich zu humanen Schweildrisenzellen als

Kontrolle (siehe 3.5.5.) verwendet (Tabelle 8 im Anhang).

In der Gesichtsfeldauszahlung zeigten sich bei beiden Zelllinien keine erfolgreich

transfektierten, grunfluoreszierenden Zellen.
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Elektroporation humaner Fibroblasten im Vergleich zu humanen

mesenchymalen Stammzellen

Als weitere moglich Zellquelle wurden schliellich humane mesenchymale
Stammzellen im Vergleich zu den humanen Fibroblasten transfiziert (Tabelle 9 im
Anhang).

Hier zeigte sich, dass die untersuchten humanen mesenchymalen Stammzellen
nicht erfolgreich transfiziert werden konnten. Bei den humanen Fibroblasten als
Kontrolle zeigten sich erneut 0,6 Z/G einen Tag nach der Elektroporation.

Trotz optimierter Bedingungen fur die Transfektion der Zellen konnten keine
reprogrammierten Zellen generiert werden. Die Methode der Reprogrammierung
mittels eines Plasmid-Vektors ist bei Fibroblasten offenbar durch die

eingeschrankte Transfektionseffizienz begrenzt.
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4.2. Differenzierung von embryonalen Stammzellen im Vergleich zu
iPS- Zellen

Kardiogene Differenzierung von ES- und iPS- Zellen

Um zu prufen, ob die Differenzierungsfahigkeit von reprogrammierten Zellen
denen der ES- Zellen entspricht, wurde die etablierte iPS- Zelllinie 2FiPS
verwendet und die kardiogene Differenzierung mit den ES- Zelllinien D3 und BLC6
verglichen.

Die kardiogene Differenzierung pluripotenter Zelllinien kann durch Differenzierung
der Zellen als EBs und Auswertung der kontraktilen Areale pro EB quantifiziert
werden (Abbildung 22). Die Zellen wurden Uber einen Zeitraum von 7 Wochen
differenziert, wobei anfangs taglich, dann wochentlich die kontraktilen Areale
ausgezahlt wurden. Die Negativkontrolle war mit der Zelllinie BLC6 eine Linie,
welche keine kardiogene Differenzierung zeigt. Es zeigte sich in der gesamten
Untersuchungszeit in mehreren Experimenten (n = 12), dass die iPS- Zellen der
Linie 2FiPS zu einem geringeren Differenzierungsanteil in die kardiogene Richtung
in der Lage waren (Abb. 24a und b).

60 % der EBs der Zelllinie D3 zeigten innerhalb der ersten funf Tage pulsatile
Areale. Dieses Niveau wurde bis zum 30. Tag beibehalten und fiel ab der funften
Woche auf 40 % und ab der sechsten Woche auf 20 % ab. Die Hochstwerte mit 80
% pulsatilen Arealen erreichte die Zelllinie kurz vor der zweiten Woche um den 11.
/12. Tag und erneut ab dem 16. Tag in der zweiten Woche (Abb. 24a). Im
Vergleich hierzu zeigten die EBs der Zelllinie 2FiPS gar keine oder sehr viel
weniger pulsatile Areale (Abb. 24b). Bei der BLC6- Zelllinie waren wie zu erwarten
keine kontraktilen Areale nachweisbar. Bei der Zellinie 2FiPS zeigten sich ab dem
16. Tag wenige EBs mit pulsatilen Arealen (0,1 %). Dieser Anteil verdoppelt sich
bis zum 21. Tag auf 0,2 % und bleibt bis zum 28. Tag auf diesem Niveau. Zum 30.
Tag fiel der Anteil der schlagenden Zellen bereits wieder und ab dem 32. Tag
wurden keine EBs mit pulsatilen Arealen mehr beobachtet.
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Die Zelllinie 2FiPS hat somit ein Potential pulsatile Areale zu bilden, jedoch ist das
Zeitfenster im Vergleich zur Zelllinie D3 deutlich kleiner (14 Tage bei 2FiPS vs. 44
Tage bei D3) und der prozentuale Anteil der Zellen der Zellinie D3 deutlich grol3er.
(D3 mit im Mittel 60 %, 2FiPS im Maximum 0,2 %).
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Abb. 24a: Wahrend der in vitro-Differenzierung gebildeter Anteil an pulsatilen Arealen pro
embryoid body der Zelllinien BLC 6 (grau), D3 (blau) und 2FiPS (pink). Die pulsatilen
Areale wurden mikroskopisch ausgezahlt und tabellarisch erfasst. Die Zeitpunkte der
Auszahlung waren 5+2 d, 5+5 d,5+7 d, 5+9 d, 5+11/12 d, 5+14 d, 5+16 d, 5+18/19 d,
5+21 d, 5+ 23/24 d, 5+ 25/26 d, 5+28 d, 5+ 30 d, 5+32/33 d, 5+35 d, 5+37 d, 5+39/40 d,
5+42 d, 5+44 d, 5+47 d und 5+49 d.
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Abb. 24b: Ausschnitt aus Abbildung 24a ohne Mitbeurteilung der Zelllinie D3.
Wahrend der in vitro-Differenzierung gebildeter Anteil an pulsatilen Arealen pro embryoid
body der Zelllinien BLC 6 (grau) und 2FiPS (pink). Die pulsatilen Areale wurden
mikroskopisch ausgezahlt und tabellarisch erfasst. Die Zeitpunkte der Auszahlung waren
5+2 d, 5+5d,5+7 d, 5+9 d, 5+11/12 d, 5+14 d, 5+16 d, 5+18/19 d, 5+21 d, 5+ 23/24 d, 5+
25/26 d, 5+28 d, 5+ 30 d, 5+32/33 d, 5+35 d, 5+37 d, 5+39/40 d, 5+42 d, 5+44 d, 5+47 d
und 5+49 d.

Chondrogene Differenzierung von ES- und iPS- Zellen

Die ES- Zelllinien D3 und BLC6 wurden mit der iPS- Zelllinie 2FiPS durch
Differenzierung als EBs aulerdem hinsichtlich lhres chondrogenen
Differenzierungspotentials verglichen. Als Marker fur die chondrogene
Differenzierung wurde das Vorhandensein von Kollagen Typ Il in den Zellen

untersucht. Kollagen Typ Il ist ein extrazellularer Hauptbestandteil der Zellmatrix
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von Chondrozyten. Dessen Expression wurde im zeitlichen Fenster von 5+7 Tage
bis 5+42 Tage nach EB Plattierung mittels Immunfluoreszenzfarbung untersucht.
Die chondrogene Differenzierung der Zelllinien D3, BLC6 und 2FiPS zeigt sich
aullerdem anhand blau gefarbter Knorpelareale (Nodules) nach histochemischer
Alcianblaufarbung, welche Glucosaminoglykane wie z.B. Hyaluronsaure, welches
von Knorpelzellen exprimiert wird, nachweist.

Zur Auswertung wurde zunachst die Anzahl der Alcianblau- positiven Nodules pro
EB in Relation zum Zeitverlauf bei den o.g. Zelllinien untersucht. Hier zeigte sich
eine deutlich hohere Anzahl an Differenzierung von Nodules bei den ES- Zelllinien
von im Maximum vier Nodules pro EB versus knapp einem pro EB im Fall der iPS-
Zellen. Zudem zeigte sich ein deutlich friheres Einsetzen der Differenzierung von
Nodules bei den ES- Zellen im Mittel um den 21. Tag nach Plattierung der EBs,
wahrend die Differenzierung bei den iPS- Zellen deutlich verzogert war und im
Mittel erst am 42. Tag nach Plattierung erfolgte (Abb. 25).

—e— BLC6
G .k = D3
—a— 2FiPS
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Abb. 25: Wahrend der in vitro-Differenzierung gebildeter Anteil an Knorpelnodules pro
embryoid body der Zelllinien BLC 6 (grau), D3 (blau) und 2FiPS (pink). Die Nodules
(Areale mit hohem Knorpelzell- und damit Proteoglykananteil) wurden mit Hilfe der
Alcianblaufarbung nachgewiesen und zu den Zeitpunkten 5+14 d, 5+21 d,5+28 d,5+35 d,

5+42 d, 5+49 d ausgezahilt.
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Des weiteren wurden mikroskopische Aufnahmen der Immunfarbungen und der
Alcianblau-gefarbten Nodules angefertigt. Die Morphologie der Nodules
unterschied sich bei den untersuchten ES- und der untersuchten iPS- Zelllinie
nicht (Abb. 26).

Abb. 26: Bildung von Knorpelzell-Nodules wahrend der in vitro Differenzierung der ES-
Zelllinien BLC6 (A-F) und D3 (G-L) sowie der iPS- Zelllinie 2FiPS (M-R) nachgewiesen
mittels Alcianblau-Farbung (D-F, J-L, P-R) und Immunfarbung fur Kollagen Typ Il (A-C, G-
I, M-O). Untersucht wurden verschiedene Zeitpunkte wahrend der Differenzierung: 5+14 d
(A,D,G,J, M, P);5+28 d (B, E, H, K, N, Q) und 5+42d (C, F, I, L, O, R).

Zum quantitativen Nachweis der Genexpression von Kollagen Typ |l wurde RNA
isoliert und mittels quantitativer RT- PCR analysiert (Abb. 27).

Die Ergebnisse bestatigtem im Wesentlichen die Ergebnisse der Nodule-
Auszahlung. Es zeigte sich bei den ES- Zellen, dass mit der Zunahme der
Genexpression des Kollagen Typ Il bis zum 21. Tag nach Plattierung ebenfalls die
Anzahl der Nodules zunahm, um nach dem 21. Tag wieder abzufallen. Bei den
iPS- Zellen zeigte sich eine geringere Expression von Kollagen Typ Il mit erst
spatem Anstieg um den 42. bis 49. Tag nach Expression, welches mit der Anzahl
der Nodules pro EB korreliert.
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Abb. 27: Die Knorpel- Nodules exprimieren Kollagen Typ Il wie mittels einer Realtime-

PCR Analyse an den zuvor genannten Zeitpunkten gezeigt werden konnte.

Zusammenfassend besteht eine Zunahme der Anzahl von Nodules und der
Kollagen Typ Il Expression im zeitlichen Verlauf des Versuches. Im Vergleich lag
die Knorpeldifferenzierung und die Kollagen Typ II- Expression bei der BLC6-
Zelllinie deutlich Uber der der D3- Zelllinie. Die Differenzierung war bei der
untersuchten iPS- Zelllinie im Vergleich zu den ES- Zelllinien deutlich verzogert

und reduziert.
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4.3. Methylierungsanalyse von OCT-4 und Sox-2

Evident war in den  durchgefuhrten  Versuchen die  geringere
Differenzierungsfahigkeit der analysierten iPS- Zelllinie im Vergleich zu den ES-
Zelllinien. Dies deutet darauf hin, dass die pluripotenten Eigenschaften dieser
Zellen Unterschiede zeigen konnten. Solche Unterschiede koénnten sich in der
epigenetischen Modifikation der Zellen wiederspiegeln. Um dies exemplarisch zu
prufen, wurde die Methylierung bestimmter Abschnitte der Gene Oct-4, Nanog und
Sox-2 in den ES- Zelllinien mit denen der iPS- Zelllinie verglichen. Nach Isolierung
genomischer DNA erfolgte eine Bi- Sulfit- Konvertierung der DNA zur Detektion
methylierter Cytosine. Aus den Sequenzen der Gene Oct-4, Nanog und Sox-2
wurden charakteristische Abschnitte mit CG- Dinukleotiden ausgewahlt und zur
Erhdéhung der Spezifitat mit zwei Paaren von Primern fir eine verschachtelte PCR
('nested primer') amplifiziert (Abb. 28 und 29). Nach Klonierung der Fragmente

erfolgte die Sequenzierung.

Externe Primer (Oct 4-1, Nanog, Sox 2, Oct 4-2.)

BLC6 oF iPS

Abb. 28: Dargestellt ist eine Testrestriktion der Zelllinien D3, BLC6 und 2FiPS der
jeweiligen Gene Oct-4-1 (O-1), Nanog (N), Sox-2 (S) und Oct-4-2 (O-2) nach Nutzung der

externen Primer mit PCR.
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Externe und Interne Primer (Oct4-1, Nanog, Sox 2, Oct4-2)

Lkt D3 BLC6 , 2FiPS

Abb. 29: Dargestellt ist eine Testrestriktion der Zelllinien D3, BLC6 und 2FiPS der
jeweiligen Gene Oct-4-1 (O-1), Nanog (N), Sox-2 (S) und Oct-4-2 (O-2) nach Nutzung der

externen und internen Primer mit PCR.

Die PCR mit den externen Primern ergab bei den Zelllinien D3, BLC6 und 2FiPS
fur Oct-4-1 ein Produkt mit einer GroRe von uber 400 bp, was dem erwarteten
Produkt von 423 bp in etwa entspricht. Fir Nanog ergab sich ein Produkt mit einer
Lange von 348 bp, fur Sox-2 mit einer Lange von 452 bp und fur Oct-4-2 mit einer
Lange von 299 bp.

Nach Verwendung der externen und internen Primer zeigte sich fur Oct-4-1 ein
Fragment mit einer Lange von 200 bp, fur Oct-4-2 eines mit einer Lange von 228

bp, fur Nanog eines mit einer Lange von 312 bp und fur Sox-2 eines mit einer
Lange von 362 bp. Dies entspricht den erwarteten Fragmentlangen.

Klonierung und Testrestriktion

Die amplifizierten Genabschnitte wurden kloniert und die Klone mittels Restriktion
uberpraft (Abb. 30).
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Abb. 30: Testrestriktionen (a-h) der Zelllinien D3, BLC6 und 2FiPS nach TOPO Kiloning
zum Nachweis der enthaltenen Genabschnitte. Fir die Zelllinie D3 Sox-2 (a), Nanog (c)
und Oct-4-1 und Oct-4-2 (d). Fur die Zelllinie BLC6 Sox-2 (b), Oct-4-2 (d), Oct4-1 (e), Sox-
2 (f). Fir die Zelllinie 2FiPS Oct-4-1 und Sox2 (d), Oct-4-2 (g) und Nanog (h).

Es sind jeweils die Banden mit den zu erwarteten BasenpaargroRen der
Genabschnitte zu erkennen.
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Sequenzierung

Die Sequenzen der amplifizierten und klonierten Fragmente der Gene Sox-2 und
Oct-4 (Abb. 31 — 33) zeigen teilweise Unterschiede im Hinblick auf die
Methylierung der CG- Dinukleotide zwischen den embryonalen Stammzellen
(BLC6 und D3) und den iPS- Zellen (2FiPS). Die Abbildungen zeigen jeweils die
Ergebnisse der Sequenz- Analysen unter Verwendung der ,forward Primer®, die
Daten zu den ,reverse Primern“ konnten die Ergebnisse jeweils bestatigen und
sind im Anhang hinterlegt. Abweichend davon sind in den Abbildungen 33b und
33c die Ergebnisse unter Verwendung der ,reversen Primer® dargestellt. So
konnten die CG- Abschnitte im Gen Oct-4 und Sox-2 ermittelt werden.

Die Analyse des Fragments aus dem Gen Nanog ist nicht dargestellt, da das

Ergebnis nicht eindeutig war.

GGGATTTTTAGATTGGGTTTAGAAAA
TTATTTTAGGGAAGTTTAGGGTAGGTTTTTTGTATTTTTTTTTTTTAATTTCGTTTTTTTAGTGTTTTTTCGTTA
GTATAGGAATGGGGGAGGGGTGGGTGATGAGGATGAATATTGGAGTTTTTGGAGGAAGGGAAGTAGGGT
ATTTT
TATTTGAGGTTTTGTTTTTGAGGAG

a
GGGATTTTTAGATTGGGTTTAGAAAA
TTATTTTAGGGAAGTTTAGGGTAGGTTTTTTGTATTTTTTTTTTTTAATTTTGTTTTTTTAGTGTTTTTTTGTCA
GTATAGGAATGGGGGAGGGGTGGGTGATGAGGATGAATATTGGAGTTTTTGGAGGAAGGGAAGTAGGGT
ATTTT
TATTTGAGGTTTTGTTTTTGAGGAG

b
GGGATTTTTAGATTGGGTTTAGAAAA
TTATTTTAGGAAAGTTTAGGGTAGGTTTTTTGTATTTTTTTTTTTTAATTTTGTTTTTTTAGTGTTTTTCTGTTA

GTATAGGAATGGGGGAGGGGTGGGTGATGAGGATGAATATTGGAGTTTTTGGAGGAAGGGAAGTAGGGT
ATTTT

O|

Abb. 31: Dargestellt ist das Sequenzierungsergebnis des Genabschnittes Oct-4-1 der
Zellinie D3 (a), BLC6 (b) und 2FiPS (c)
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Abbildung 31 zeigt die ermittelten CG- Abschnitte von Oct-4-1 der Zelllinien D3,
BLC6 und 2FiPS im Vergleich. Hier konnten nur bei D3 zwei Gen- Stellen (52 und
71) mit einer CG- Sequenz nach Bisulfitsequenzierung und Methylierung im
Vergleich zum Original im Genabschnitt Oct-4-1 nachgewiesen werden

(vergleichend hierzu Tabelle 10 im Anhang).

AGAGGTATTGGGGATTTTTTTATGT
TTGTTTGTATATGAGTTTTGTGGAGGGATGGTATATTGTGGATTTTAGGTTGGATTGGGTTTAGTTTTTTAA
GTTGGTGTGGAGATTTTGTAGTTTGAGGGTTAGGTAGGAGTATGAGTGGAAAGTAATTTAGAGGGAATTTT
TTTTGAGTTTTGTGTTGATTGTTTTAATGTTGTGA

AGTTGGAGAAGGTGGAATTAATTTT

AGAGGTATTGGGGATTTTTTTATGT
TTGTTTGTATATGAGTTTTGTGGAGGGATGGTATATTGTGGATTTTAGGTTGGATTGGGTTTAGTTTTTTAA
GTTGGTGTGGAGATTTTGTAGTTTGAGGGTTAGGTAGGAGTATGAGTGGAAAGTAATTTAGAGGGAACCTT
TTTTGAGTTTTGTGTTGATTGTTTTAATGTTGTGA

AGTTGGAGAAGGTGGAATTAATTTT

AGAGGTATTGGGGATTTTTTTATGT
TTGTTTGTATACGAGTTTTGTGGAGGGATGGTATATTGTGGATTTTAGGTTGGATTGGGTTTAGTTTTTTAA
GTTGGTGTGGAGATTTTGTAGTTTGAGGGTTAGGTAGGAGTATGAGTGGAAAGTAATTTAGAAGGAATCTT
TTTTGAGTTTTGTGTTGACTGTTTTAATGTTGTGA

AGTTGGAGAAGGTGGAATTAATTTT

Abb. 32: Dargestellt ist das Sequenzierungsergebnis des Genabschnittes Oct-4-2 der
Zellinie D3 (a), BLC6 (b) und 2FiPS (c)

Abbildung 32 zeigt die ermittelten CG- Abschnitte des zweiten ausgewahlten
Abschnittes von Oct-4 (Oct-4-2). Hier konnte nur bei der Zelllinie 2FiPS eine CG-
Sequenz an Stelle 12 im Vergleich zum Original nachgewiesen werden

(vergleichend hierzu Tabelle 11 im Anhang).
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CATATAATAAAAACTATCAAAAAATAAATAAATTTCCAACAACCAATCAACAAACACCAACTCCTACACCCAA
ACCCAACCTCACCAAAAAATTTTACATAAAAAAAAACAAAACCTACCACACCACCAAACCAAGCCCAACAAA
ACACTATACCCCAAACCACACAAAAAAAACAAACCCACAACCAACCACTAAAAAACCTTTATATCCCCCCC
CCCACCCCCCATTTTCAACAACAAATCACAACACACACCTATTCAAAAAAAATAAATAAACAACACCAAAAC
AACAACTCCTTTCCCCCATACTACAA

a

GTATTTAAGAGAGAGTTAATATT
TCGTAGTATGGGGGAAAGGAGTTGTTGTTTTGGTGTTGTTTATTTATTTTTTTTGAACAGGTGTGTGTTGTG
ATTTGTTGTTGAAAATGGGGGGTGGGGGGGGGGATACAAAGGTTTTTTAGTGGTECGGTTGTGGGCTTGTT
TTTTTTATGTGGTTTGGGGTATAGTGTTTTGTTGGGTTTGGTTTGGTGGTGTGGCAGGTTTTGTTTTTTTTT
ATGTAAAATTTTTTGGTGAGGTTGGGTTTTGGTGTAGGAGTTGGTGTTTGTTGATTGGTTGTTGGAAATTTA
TTTATTTTTTGATAGTTTTTATTATATG

GATGGTTGTTTATTAATTTGTTTA

b

TCTAGATGCATGCTCGAGCGGCCGCCAGTGTGATGGATATCTGCAGAATTCGCCCTTETATTTAAGAGAG
AGTTAATATTTTGTAGTATGGGGGAAAGGAGTTGTTGTTTTGGTGTTGTTTATTTATTTTTTTTGAATAGGTG
TGTGTTGTGATTTGTTGTTGAAAATGGGGGGTGGGGGGGGGATATAAAGGTTTTTTAGNGGTTGGTTGTG
GGTTTGTTTTTTT

~STOPP-

c

Abb. 33: Dargestellt ist das Sequenzierungsergebnis des Genabschnittes Sox-2 der
Zellinie D3 (a), BLC6 (b) und 2FiPS (c). B und c zeigen dabei die Ergebnisse bei Nutzung

des reverse Primers.

Abbildung 33 zeigt die ermittelten CG- Abschnitte von Sox-2 nach
Bisulfitsequenzierung und Methylierung der Zelllinien D3, BLC6 und 2FiPS im
Vergleich zum Original. Da die Analyse von Sox-2 bei 2FiPS misslungen ist, lasst
sich nur Uber D3 und BLC6 eine Aussage treffen. Es konnten beide CG-
Abschnitte aus dem Original an Stelle 2 und 128 auch bei BLC6 nachgewiesen
werden. Bei D3 zeigte sich keine dieser CG- Sequenzen (vergleichend hierzu
Tabelle 12 im Anhang).
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5. Diskussion

5.1. Reprogrammierungsmaoglichkeiten

Die Reprogrammierung mittels retroviraler Vektoren ist effizient, birgt aber den
Nachteil der genomischen Integration der Pluripotenzfaktoren. Ein Ziel dieser
Arbeit war, chemische und physikalische Methoden zur Reprogrammierung zu
kombinieren, um damit ein zellschonendes, effizientes und genetisch sicheres
Verfahren zu etablieren. Dazu wurden verschiedene Verfahren der Transfektion
mit Plasmid- DNA- Konstrukten kombiniert. Es wurden auflerdem verschiedene
Zelltypen verwendet, u.a. humane Fibroblasten, aber auch humane Adipozyten
und murine Fibroblasten. Zur Kontrolle der Transfektion wurde ein Reporter-
Konstrukt mit dem Gen PYFP transfektiert.

Im ersten Versuch erfolgte eine Elektroporation und eine Transfektion mit dem
Reagenz X-treme Gene. Wie bereits in der Einleitung beschrieben, scheint die
Verwendung von mi- RNA die Effektivitat der Transfektion und die
Uberlebensfahigkeit der Zellen positiv zu beeinflussen (Ford and Cheng, 2008)
(Shivdasani, 2006). Dies wurde daher ebenfalls untersucht.

Am zweiten Versuchstag nach der Elektroporation mittels STEMcircles™ zeigte
sich in der mikroskopischen Gesichtsfeldauszahlung eine deutlich hohere Anzahl
von grun fluoreszierenden Zellen in der Kontrollgruppe, transfektiert mit PYFP, als
bei den humanen Fibroblasten. Durch die Behandlung der Zellen mit mi- RNA am
dritten Versuchstag konnte die Anzahl der Zellen der reprogrammierten humanen
Fibroblasten gesteigert werden.

Nach erfolgter erster Transfektion am funften Versuchstag mittels X-treme Gene
zeigte sich eine weitere Zunahme der erfolgreich transfizierten humanen
Fibroblasten. In der Kontrollkultur zeigte sich bereits ein Ruckgang mit vielen nicht
mehr adharenten Zellen. Das Zellsterben setzte sich fort, sodass bereits am
neunten Tag nach der zweiten Transfektion mit X-treme Gene nur noch wenige
adharente Zellen, dafur viel umgebendes Zelldebries vorhanden war, welches in
den Abbildungen 16, 17 und 18 zu sehen ist.

Zusammenfassend ergibt sich aus dem ersten Versuch, dass die Elektroporation

einen erheblichen Zellschaden verursacht, welchem durch die mi- RNA-
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Behandlung nicht ausreichend entgegengewirkt werden konnte. Es erschien also
sinnvoll, in einer zweiten Versuchsreihe statt der humanen nun murine
Fibroblasten zu verwenden, da sich murine Fibroblasten in der Nutzung und
Behandlung haufig robuster als humane Fibroblasten erwiesen (Qiu et al., 2016).
Nach der Elektroporation zeigte sich zu Beginn eine geringere Rate an murinen
transfizierten Zellen im Vergleich zur Kontrolle. Nach der mi- RNA Behandlung
konnte die Anzahl dieser Zellen zwar leicht gesteigert werden, jedoch zeigte sich
bereits ab dem dritten Versuchstag ein deutliches Zellsterben, sodass die
Transfektion zwar noch durchgefuhrt wurde, allerdings in der Auswertung keine
Zellen zur Nachuntersuchung mehr vorhanden waren.

Mit der nachsten Versuchsreihe wurde somit die Elektroporation ganzlich
ubersprungen, um den Verdacht des massiven Zellsterbens aufgrund der
Elektroporation nach zu gehen. Es wurde nur mittels X-treme Gene transfektiert
und im Anschluss eine Behandlung mit mi- RNA durchgefuhrt.

Der Wegfall der Elektroporation fuhrte indes zu einem geringeren Erfolg der
Transfektion der humanen Fibroblasten und der Kontrollkultur im Vergleich zu den
Versuchen mit Elektroporation. Dieser Nachteil wurde leider nicht durch ein
langeres Zelliberleben ausgeglichen: Fir die mi- RNA Behandlung war ein
Grofteil der Zellen bereits abgestorben, sodass keine weitere Auswertung

erfolgen konnte.

Alle bisherigen Versuche zeigten wie beschrieben ein enormes Absterben der
Zellen mit Voranschreiten der Untersuchungstage. Um dies quantifizieren zu
konnen, wurde der LDH- Test eingefuhrt. LDH ist ein Enzym, dass in einer
intakten Zelle vorkommt und bei deren Membranzerstorung freigesetzt wird. Es ist
daher ein gut abschatzbarer Wert fur den Zelltod und seine Menge korreliert mit
der Anzahl der abgestorbenen Zellmasse (G et al., 2011) (P et al., 2018). Im
Versuch wurde taglich eine Probe entnommen. Dabei wurde der Prozentanteil der
Menge an LDH der Zellumgebung der der Kontrollmenge von 100 % LDH
entgegengesetzt (Tabelle 7). Hier konnte gezeigt werden, dass die umgebende
LDH- Konzentration vier Tage nach der Elektroporation der mit STEMcircles™
behandelten humanen Fibroblasten am grof3ten war (70,8 %) und im Anschluss
auf 63 % zurlckfiel. Im weiteren Verlauf zeigten sich die Zellen mikroskopisch von

zunehmend geringerer Dichte unter starker Zunahme des Zelldebries. Ein
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ahnlicher Verlauf wurde auch bei der Kontrolle beobachtet. Die Ergebnisse weisen
darauf hin, dass die Elektroporation in Kombination mit der mi-RNA Behandlung
effektiver als die reine chemische Transfektion ist, jedoch die Zellmembran durch
den Eingriff so stark geschadigt wird, dass zunachst ein Grolteil der Zellen sofort
und der verbleibende Anteil der Zellen im Verlauf absterben.

In einem weiteren Versuch wurde mit einem anderem Elektroporator, in
Zusammenarbeit mit dem Fraunhofer Institut Lubeck, gearbeitet. Hier wurden
humane Schweil’drisenzellen statt humane Fibroblasten verwendet. Die
Versuchsbedingungen wurden anhand der bereits vor Ort erfolgreich getesteten
Methodik vorgenommen (Rackow and Lang, 2012). Es wurden die humanen
Fibroblasten mit den humanen Schweil3drisenzellen unter Nutzung der
,=Fraunhofer-Methodik® verglichen. Leider konnten bei beiden Zelllinien keine
erfolgreich transfektierten, grunfluoreszierenden Zellen generiert werden (Tabelle
8).

Ein weiterer Vergleich stellte die Erprobung des Verfahrens an den humanen
Fibroblasten versus der humanen mesenchymalen Stammzellen dar. Zusatzlich
wurde eine Messung der erfolgreich reprogrammierten Zellen durch Kopplung an
einen Antikorper mit Nutzung des Cellsorters (FACS) durchgefuhrt. Hier zeigte
sich, dass unter den humanen glutealen mesenchymalen Stammzellen die

Transfektion nicht erfolgreich war.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die humanen Fibroblasten fur die
Untersuchung der RuUckdifferenzierung besser geeignet sind als murine
Fibroblasten oder andere humane mesenchymale Zellen. Im Versuchsprotokoll
besteht weiterhin Optimierungsbefarf. Die Elektroporation selbst scheint effektiv,
jedoch liegt sie in der Effizienz im Vergleich mit der retroviralen Vektortransfektion
zuruck. Hinzu kommt die deutliche Zellmembranverletzung, welche ebenfalls die
Effektivitat senkt. 2008 konnte eine Forschergruppe zudem zeigen, dass
zusatzlich zu Oct-4, Nanog und Sox-2 auch die Expression von Lin28 und von
zwei weiteren Faktoren, KIf-4 und c-MYC, die Effizienz deutlich steigerte (Liao et
al., 2008).
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Als Ausblick dieser und vieler anderer Arbeiten in diesem Forschungsgebiet
bleiben unter anderem die Optimierungsfahigkeit der Effizienz der
Reprogrammierung und der Nutzung von Transkriptionsfaktoren ohne genetische
Modifikationen und weiterhin die Vermeidung der Nutzung retroviraler Vektoren.
Ziel sollte es sein, eine genetisch sichere, effiziente und moglichst einfache

Methode zu entwickeln.

5.2. Unterschiede in der myogenen und chondrogenen Entwicklung

Bei den Saugetieren gibt es vier Zellarten welche Uber Aktin- und Myosinfilamente
die Eigenschaft besitzen zu kontrahieren: Skelettmuskelzellen, Herzmuskelzellen,

glatte Muskelzellen und Myoepithelzellen.

Nach der Bildung der drei Keimblatter im Zuge der Embryonalentwicklung,
bestehend aus Mesoderm, Ektoderm und Entoderm, erfolgt wahrend der weiteren
Differenzierung des Mesoderms u.a. die Bildung des Myotoms, woraus zunachst
Promyeloblasten und schliel3lich der Myoblast entsteht. Sobald mehrere Zellen zu
einer Zelle mit vielen Zellkernen verschmelzen werden aus den Myoblasten
Skelettmuskelfaserzellen. Diese teilen sich nicht mehr (Alberts, 2017). Zudem
spalten sich kleine sogenannte Satellitenzellen ab, welche fur die Regeneration
und das Wachstum der Skelettmuskelzelle verantwortlich sind und vor Ort in der

Basallamina der reifen Muskelzelle inaktiv verbleiben bis sie bendtigt werden.

Die Herzmuskelzelle besitzt solche Stammzellen jedoch nicht. Stirbt die Zelle ab,
kommt es nicht zur Regeneration. Der Herzmuskel kann als Versuch der
Kompensation zur Leistungsoptimierung bzw. zum Leistungsausgleich
hypertrophieren (Dickhuth et al., 2004).

Das Zusammenspiel der Filamente zu einer Gesamtkontraktion des Herzens ist
prazise abgestimmt, sodass selbst geringe Veranderungen schon deutliche
Folgen haben konnen. Fur die Herzmuskelzellen existieren besondere Isoformen
von Myosin und Aktin (Alberts, 2017). Ein Beispiel ist die hypertrophe
Kardiomyopathie, welche genetisch vererbt und unter anderem durch eine von
Uber vierzig verschiedenen Punktmutationen des Gens fur die Kodierung des

herzspezifischen Myosins hervorgerufen werden kann (Hayashi, 2020). Betrifft die
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genetische Mutation das Aktinfilament kommt es hingegen =zu dilatativen
Kardiomyopathien (Vikstrom and Leinwand, 1996).

Die Gewinnung von differenzierten Herzmuskelzellen aus iPS-Zellen, welche
zuvor aus dem eigenen Gewebe, beispielsweise Fibroblasten, gewonnen werden
konnen stellen in diesem Zusammenhang im Hinblick auf eine denkbare

Gewebeersatztherapie einen vielversprechenden Fortschritt dar.

Inwieweit die myogene Differenzierung der Stammzellen der myogenen
Differenzierung der iPS- Zellen gleicht, ist Thema des zweiten Versuchsteils.

Es wurde die in vitro- Differenzierung beider Zellarten Uber 50 Tage mikroskopisch
beobachtet und taglich die pulsatilen Areale pro ,embryoid body“ (EB) ausgezahlt
und miteinander verglichen. Die Negativkontrolle war mit der Zelllinie BLC6 eine
Zellart, welche nur die chondrogene Differenzierung einschlagen kann. Es zeigte
sich in der gesamten Untersuchungszeit uber mehrere Experimente zwar der
Nachweis von kontraktilen Arealen der iPS- Zellen, jedoch war der Unterschied zu
den embryonalen Stammzellen (ES- Zellen) grof3.

Es scheint somit eine Differenzierung der iPS- Zellen in kontrahierende
Herzmuskelzellen moglich. Als Ausblick sollte jedoch eine weitere Optimierung der
Effektivitat der Differenzierung untersucht werden. Zudem konnte als nachster
Schritt die Ausdauer der Pulsation der Stammzellen mit denen der iPS- Zellen
uber einen Zeitraum verglichen werden. Offen bleibt auch die Anpassungsfahigkeit
der Zellen nach Transplantation in einen Defekt an einem bestehenden

pulsierenden Zellverbund.

Das Skelettsystem stammt wie die Skelettmuskelfaserzelle dem Mesoderm ab.
Dabei exprimieren die Zellen des jeweiligen Bindegewebes ihre umgebende
Matrix selbst. Beim kollagenen Bindegewebe besteht diese stark hydratisierte
Matrix aus Proteoglykanen und vor allem Kollagen Typ IlI, welches von den
Chondroblasten ausgeschieden wird (Alberts, 2017). Kollagen ist ein
faserformiges Protein, welches in mindestens vierzig verschiedenen Varianten im
menschlichen Korper vorkommt. Kollagen Typ Il findet man vor allem in der
Bandscheibe, dem Glaskorper des Auges und im Knorpel.

Das Wachstum des Knorpels gelingt durch Ausdehnung der Matrix durch sich

teilende Chondroblasten. Chondrozyten selbst sind, sobald sie differenziert und
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das Gewebe ausgewachsen ist, nicht mehr teilungsfahig. Somit existiert auch im
hyalinen Knorpel keine Stammzelle, um das Gewebe zu reparieren oder
regenieren.

Knorpelgewebe selbst besteht aus den Chondrozyten und ihrer
Extrazellularmatrix, welche vor allem aus Kollagen Typ Il, Xl und Xl, hauptsachlich
Wasser, Proteoglykane und vor allem Aggrecan und Hyaluronsaure besteht
(Carballo et al., 2017).

Ist im Lauf des Menschenlebens dieser Knorpel in den Gelenken und in Form von
Menisken, Disken, Bandscheiben etc. angegriffen, so bleibt haufig nur deren
kunstlicher Ersatz. Ein denkbarer Ansatz im Zusammenhang mit der Forschung an
iPS- Zellen ist daher, diese Knorpeldefekte mittels aus Fibroblasten generierten
iPS- Zellen nach chondrogener Differenzierung zu decken. Die Gemeinsamkeiten
der chondrogenen Differenzierung von iPS- Zellen versus ES- Zellen wurde
ebenfalls im zweiten Teil dieser Arbeit untersucht und die etablierte iPS- Zelllinie
(2FiPS) mit der ES- Zelllinie BLC6 und D3 als Negativkontrolle der myogenen
Differenzierung Uber funfzig Tage verglichen. Durch das histochemische
Verfahren der Alcianblaufarbung mit Markierung der sogenannten Nodules pro EB
konnte die chondrogene Differenzierung der Zelllinien dargestellt und verglichen
werden. Hier zeigte sich eine deutlich hohere Expression von Nodules in der ES-
Zelllinie von im Maximum vier Nodules pro EB versus knapp einem pro EB der
iPS- Zellen. Zudem zeigte sich ein deutlich friheres Einsetzen der Expression der
ES- Zellen im Mittel um den 21. Tag nach Plattierung, wahrend der Anstieg der
iPS- Zellen deutlich spater im Mittel um den 42. Tag nach Plattierung erfolgte
(Abb. 25).

Zudem erfolgte eine Immunfluoreszenzfarbung. In der mikroskopischen
Auswertung konnten bei beiden Zelllinien zu jedem Zeitpunkt Nodules
nachgewiesen werden (Abb. 26).

Letztlich erfolgte noch ein Vergleich auf DNA- Ebene: Zum quantitativen Nachweis
der Genexpression von Kollagen Typ |l erfolgte aus den Zellen zum jeweiligen
Untersuchungszeitpunkt der Auszahlung ebenfalls eine RNA- Isolierung. Diese
wurde mittels revserser Transkription in cDNA uberfuhrt, sodass nach Real- Time
PCR eine zeitlich abgestimmte Analyse der Genexpression erfolgen konnte (Abb.
27). Hier zeigte sich bei den ES- Zellen, dass mit der Zunahme der Genexpression

des Kollagen Typ Il bis zum 21. Tag nach Plattierung ebenfalls die Anzahl der
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Nodules zunahm, um nach dem 21. Tag wieder stark abzufallen. Bei den iPS-
Zellen zeigte sich jedoch nur eine geringe Expression von Kollagen Typ Il mit erst
spatem Anstieg um den 42. bis 49. Tag nach Expression, welches mit der Anzahl
der Nodules pro EB korreliert.

Zusammfassend verdeutlicht der Versuch, dass iPS- Zellen fahig sind eine
chondrogene Differenzierung durchzufuhren und Kollagen Typ Il zu bilden. In der
histochemischen und Immunfluoreszenzfarbung Iasst sich bei beiden Zelllinien die
Differenzierung. Auffallig bleibt das deutlich spatere Ansteigen der Expression im
zeitlichen Verlauf. Unklar bleibt, was der Ausloser dieses spaten Peaks ist und ob
die endgultigen Nodules in lhrer Molekularstruktur denen der ES- Zellen
ebenbdrtig sind und inwieweit sie sich in ein Geflge einbringen lassen wurden um

einen Defekt langanhaltend zu decken.

5.3. Aussagen des Methylierungsgrades in Bezug auf

DNA- Stabilitat: Stammzellen versus iPS- Zellen

Im vorangegangen Abschnitt wurde vor allem das Differenzierungspotential der
ES- Zellen versus iPS- Zellen untersucht. Ein Ziel dieser Arbeit ist es, diesen
Vergleich auf die DNA- Ebene zu bringen und dabei im Besonderen die
Genabschnitte von Oct-4, Nanog und Sox-2, welche unter anderem die
Stammzelleigenschaft begrinden zu betrachten.

Als MalR der DNA- Stabilitait wurde der Grad der Methylierung als Faktor
untersucht. Die DNA- Methylierung spielt, wie bereits in der Einleitung beschrieben
eine entscheidende Rolle beim Erhalt der Zellidentitat und der genomischen
Pragung.

Anhand von Genkarten der jeweiligen Gene wurden die Genabschnitte
herausgesucht, welche die meisten CG- Sequenzen enthielten. Wie bereits
beschrieben deutet ein hohes Mall an CG- Sequenzen und ein damit
entstehendes DNA- Methylierungsgerust auf einen enorm wichtigen Genabschnitt
hin, welcher Uber die Vererbung nicht verloren gehen darf. Diese Genabschnitte
wurden herausgesucht und extern Primer zum kodieren und sequenzieren
(Tabelle 1) hergestellt. An diesen Genabschnitten (siehe Anhang) wurden die
Unterschiede in der Basenpaarabfolge verglichen, indem anhand der Haufigkeit

der CG- Sequenzen Unterschiede oder Gemeinsamkeiten auf genomischer Ebene
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im Hinblick auf die myogene und chondrogene Differenzierung herausgearbeitet
wurden.

Als Zelllinien wurden erneut die ES- Zellen D3 (vorrangig myogene
Differenzierung) und BLC6 (vorrangig chondrogene Differenzierung) der
etablierten iPS- Zelllinie 2FiPS unserer Arbeitsgruppe entgegengesetzt. Fur Oct4
wurden zwei geeignete Genabschnite gewahlt.

Um diesen Genabschnitt der Methylierungsreaktion zuzufuhren, musste dieser
zunachst aus dem grof3en Gen herausgeschnitten werden. Dies erfolgte zunachst
durch Anwendung von externen (Abb. 28) und anschlieRend internen (Abb. 29)
Primern, fur welche zuvor durch eine jeweilige Gradiententen- PCR die beste
Annealing Temperatur ermittelt wurde. Es konnte somit fur die externen Primer fur
Oct-4-1 und Sox-2 57 °C und fur Oct-4-2 und Nanog 64 °C und fur die internen
Primer fur Oct-4-1 61 °C, fur Oct-4-2 64 °C und fur Nanog und Sox-2 55,5 °C
eruiert werden. Somit ergab sich nun eine neue Gengrolde der zu untersuchenden
Genabschnitte (siehe Tabelle 2). Vor der Sequenzierung dieser Genabschnitte
nach der erfolgten Methylierungsreaktion erfolgte eine Testrestriktion der externen
und internen Primer mit den jeweiligen Genabschnitten der Zelllinien. Hier konnten
in der Gelelektrophorese samtliche Gene mit den zuvor bestimmten Groflen an
Basenpaaren der Genabschnitte positiv abgebildet werden (Abb. 28 und 29). Nun
konnte mit der Methylierungsreaktion begonnen werden. Im Anschluss wurde eine
,TOPO cloning Reaktion“ durchgefuhrt, um nach erfolgter Prozedur die jeweiligen
Genabschnitte weiterhin nachweisen zu konnen, bevor sie zur Sequenzierung
freigegeben werden konnten. Mit der DurchfiUhrung von mehreren Versuchen
konnten letztendlich samtliche Genabschnitte nachgewiesen werden (Abb. 30 bis
Abb. 37).

Nach erfolgter Sequenzierung konnten folgende Ergebnisse ausgewertet werden:
Um das Methylierungsmuster zu vergleichen wurden die CG- Sequenzen in dem
jeweiligen Genabschnitt (Abb. 31-34) betrachtet. Es konnte gezeigt werden, dass
beim Genabschnitt Oct-4-1 an der Stelle 52 und 71 des Originalgenabschnitts
diese CG- Sequenz bei der Zelllinie D3 erhalten blieb. Die Zelllinien BLC6 und vor
allem die iPS- Zelllinie 2FiPS wiesen keinerlei erhaltene CG- Sequenzen nach
Methylierung an diesen Stellen auf. Dies konnte zum einen dafursprechen, dass
mit diesem speziellen Methylierungsmuster der Zellinie D3 im Gen Oct-4-1 ein

wichtiger Code zur myogenen Differenzierung verschlusselt ist, da diese
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Abschnitte bei beiden anderen Zelllinien nicht mehr vorhanden sind und sie die
myogene Differenzierung verloren haben (Tabelle 8).

Im zweiten  Genabschnitt von Oct-4 (Oct-4-2) zeigten sich  vor
Bisulfitsequenzierung und Methylierung deutlich mehr CG- Sequenzen. Diese
gingen vorrangig alle verloren, lediglich bei der iPS- Zelllinie konnte eine CG-
Sequenz weiterhin an Stelle 12 nachgewiesen werden. Diese CG- Sequenz
konnte fur eine cis- Regulationssequenz stehen, welche zum Beispiel fur die
Anfalligkeit der Zelle oder die Ineffektivitat in der Differenzierung als STOP Gen
kodiert. Eine Vermutung konnte sein, dass ein Verlust dieser CG- Sequenz
erforderlich ware, um die Differenzierung losstol3en zu kdnnen, da das Fehlen der
CG- Sequenzen bei den ES- Zellinien nicht zur Fehlfunktion oder
Fehldifferenzierung gefuhrt hat (Tabelle 9).

Im Abschnitt von Nanog ist bei allen Zelllinien keine CG- Sequenz aus der
ursprunglichen Gensequenz bestehen geblieben. Eine Vermutung fur dieses
Phanomen ware, dass Nanog keinen direkten Einfluss auf die Qualitat der
myogenen oder chondrogenen Differenzierung hat (Tabelle 10).

Bei dem Genabschnitt von Sox-2 wiederum zeigten sich nur erhaltene CG-
Sequenzen an den Stellen 2 und 128 bei der Zelllinie BLC6. Dies lasst vermuten,
dass Sox-2 einen Einfluss bei der chondrogenen Differenzierung spielt.

Die Zelllinie D3 der ES- Zellen und die iPS- Zelllinie besitzen diese CG-
Sequenzen nicht mehr, was darauf schlielRen lassen konnte, dass sie aufgrund
dessen kein (D3) bis kaum Differenzierungspotential in die chondrogene

Entwicklung gezeigt haben (Tabelle 11).
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6. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es ein zellschonendes, effizientes und genetisch sicheres
Verfahren zur Gewinnung von iPS- Zellen zu etablieren. Bei den Verfahren zur
Transfektion der Zellen zeigte die Elektroporation in Kombination mit der
Applikation von mi- RNA und anschliel3ender Transfektion mit X-treme Gene die
hochste Effizienz. Die Transfektion von humanen Fibroblasten war im Vergleich zu
murinen Fibroblasten und humanen mesenchymalen Zellen erfolgreicher.
Insgesamt war aber die Transfektion bei allen Versuchen mit einem stark
ansteigenden Zellsterben verbunden, sodass letztlich auch keine iPS- Zell-
Kolonien isoliert werden konnten. Dabei erwies sich insbesondere die
Elektroporation als zwar effizienteste Methode, die aber zugleich auch das
starkste Zellsterben hervorrief.

Die methodisch einfache, effiziente und genetisch sichere Gewinnung von iPS-
Zellen bleibt weiterhin ein Ziel vieler Forschungsgruppen. Es ergeben sich
vielfaltige Moglichkeiten in der Nutzung der iPS- Zellen, u.a. zur Defektbehebung
am vom Korper nicht ersetzbarem Gewebe wie Knorpel oder Herzmuskel. Bei der
Differenzierung der iPS- Zellen konnte die kardiogene Differenzierung mit
Ausbildung von kontraktilen Arealen nachgewiesen werden. Ebenso zeigte sich
eine Differenzierung in die chondrogene Richtung unter Nachweis von Nodules,
die Kollagen Typ Il exprimierten. Beide Differenzierungswege der iPS- Zellen
waren im Vergleich zu den ES- Zellen jedoch weniger effizient und im zeitlichen
Verlauf langsamer.

Inwieweit sich die iPS- Zellen den ES- Zellen auch auf der epigenetischen Ebene
gleichen, wurde anhand des Methylierungsgrades der DNA untersucht. Es wurden
Genabschnitte gewahlt, welche fur die Eigenschaft der Stammzelle unabdingbar
sind: Oct-4, Sox-2 und Nanog. Es konnte gezeigt werden, dass bei den iPS-
Zellen deutlich weniger CG- Sequenzen und methylierte Abschnitte innerhalb
dieser Genabschnitte vorhanden sind. Das starke Zellsterben der Fibroblasten
nach Transfektion, insbesondere nach der Elektroporation, und die geringere
Effizienz in der myogenen und chondrogenen Differenzierung konnten damit

zusammenhangen.
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8. Anhang

8.1. Tabellen zur Gesichtsfeldauszahlung

Tabelle 3: Transfektion humaner Fibroblasten mittels Elektroporation, X-treme
Gene und mi- RNA- Behandlung

Gesichtsfeldauszahlung

Versuchsaufbau
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 =
Well 1 1 0 0 0 0 0 1 0 O O
HE Well 2 o 01 0 2 0 1 0 1 0
Well 3 1 5§ 0 3 01 0 1 2 O 13
Elektroporation
Well4 (O O O 0 1 1 2 0 0 O 4
mittels
Well 1 1 2 0 0 2 1 0 O 4 2 12
STEMcircles (d2)
Well 2 o 2 1 0 1 2 3 2 2 1 14
GYFP
Well3 |O 1 0 1 1 3 3 2 0 1 12
Well4 O 3 5 3 0 2 0 3 2 O 18
Well 1 2 3 1 2 2 1 0 2 2 0 15
HE Well2 |2 0 1 0 0 1 0 1 0 O 5
Well3 (O O 1 0 1 0 0 2 2 3 9
Behandlung mit Well4* |2 0 0 1 2 0 2 0 1 1 9
mi- RNA (d4) Well 1 2 011 1 3 0 2 2 0 12
Well2 |2 4 0 1 0 2 1 0 2 2 14
GYFP
Well3 |3 3 2 0 2 0 6 1 2 0 19
Well4* |3 2 0 2 1 3 2 3 1 2 19
Well 1 1 0 0 1 2 2 0 O 1 O 7
HE Well2 |[O O 2 2 0 0 2 3 0 2 11
Transfektion | Well3 |2 0 4 0 1 1 0 3 1 O 12
mittels X-treme Well4* 1O 0O 1 2 2 0 0 1 0 2 8
Gene (d6) Well 1 1 1 O 0 2 0 O 1 O 1 6
GYFP Well2 |0 1 0O 1. 0 0 0 0 0 O 2
Well3 |1O O O 1 1 01 0 O O 3
Well4*|0 0 1 1 1 0 0 1 0 O 4

[(e]
N




Transfektion Il Well 1
mittels X-treme HE Well 2
Gene (d8) Well 3

Well 4*

Well 1
Well 2
Well 3
Well 4*

GYFP

o O O O © O o o
o O O O © O o o
o O =~ O © O o o
o O O O © O o o
o O O O © O o o
o O O O © O o o
O O O O © O O =
o O O O © O o o
o O O O © OO o o
o O O O © O o o

o O ~ O O o o -~

Dargestellt ist die Gesichtfeldauszahlung der grin fluoreszierenden humanen
Fibroblasten (HF) im Vergleich zur Kontrollkultur (GYFP). Die Zeitpunkte der
Erfassung sind zunachst der zweite Tag nach der Elektroporation mit Stem-Circles
(d2), der vierte Tag nach der Behandlung mit mi- RNA (d4), zusatzlich ab diesem
Zeitpunkt eine Negativkontrolle ohne mi- RNA- Behandlung (*) und am sechsten

(d6) und achten Tag (d8) nach der Transfektion mittels X-treme Gene.
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Tabelle 4: Transfektion muriner Fibroblasten mittels Elektroporation, X-treme
Gene und mi- RNA Behandlung

Gesichtsfeldauszahlung
Versuchsaufbau
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 =
Well 1 11 0 0 0 2 O O O O 4
MFWeII201OO1O10003
Well3 1O O 1 0 0 1 0 O O O 2
Elektroporation
Well4 O O 0 1 1 0 0 1 1 0 4
mittels
. Well 1 2 1 0 0 0 O O o o o 3
STEMcircles (d2)
Well 2 1 0 3 1.0 2 0 2 O O 9
GYFP
Well 3 1 0 0 1. 0 0 1 1 O 1 5
Well4 (O 1 2 2 1 0 0 1 1 0 8
Well 1 1 0 0 0 0 01 0 O O 2
Well 2 11 0 0 1 2 0O 0 2 O 7
MF
Well 3 e - -
Behandlung mit Well4* 11 0 0 2 0 1 0 1 0 O 5
mi- RNA (d4) Well 1 O 1 0 1 1 0 1 2 0 O 6
Well2 |[O O 1 0 2 0 0 0 1 1 5
GYFP
Well3 |O O O 1 0 1 0 0 1 0 4
Well 41 0 1 0 1 0 2 0 O O] 5
Well 1 |-
Well2 |- Keine Zellen mehr vorhanden,
MF )
Transfektion | Well 3 |- Zelldebries
mittels X- treme Well 4* | -
Gene (d6) Well 1 |-
GYFP Well2 |- Keine Zellen mehr vorhanden,
Well3 |- Zelldebries
Well 4* | -

Dargestellt ist die Gesichtfeldauszahlung der grun fluoreszierenden murinen
Fibroblasten (MF) im Vergleich zur Kontrollkultur (GYFP). Die Zeitpunkte der

Erfassung sind zunachst der zweite Tag nach der Elektroporation mit Stem-Circles
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(d2), der vierte Tag nach der Behandlung mit mi-RNA (d4), zusatzlich ab diesem
Zeitpunkt eine Negativkontrolle ohne mi- RNA Behandlung (*) und am sechsten
(d6) nach der Transfektion mittels X-treme Gene. ,-" zeigt lockere Zellaggregate,
welche wenige blass grune Zellen Uberlagern, sodass eine Auswertung nicht
moglich war. Eine weitere Transfektion war nach dem sechsten Tag bei

samtlichen abgestorbenen Zellen nicht mehr moglich.

Tabelle 5: Transfektion humaner Fibroblasten mittels X-treme Gene und mi- RNA

Behandlung

Gesichtsfeldauszahlung
4 5 6 7 8

Versuchsaufbau

-
o

Well 1
Well 2

HF
Transfektion Well 3
mittels X-treme Well 4

© o o N
o w o

Gene (d2) Well 1
Well 2
Well 3
Well 4

—

GYFP

- O O O - O O A =
o O =~ O O O O O W

0
1
1
0
1
0
0
1

o O O —~ O

o -~ O O =~ O N O
o O O ] O O O -
OO O O O —~ O o dN
o -~ O O O o ~ O o
o O ~ O O o o o

N NN B W A DN oo M

Well 1
Well 2
Well3 |- Zelldebries

Well 4* | -

Keine Zellen mehr vorhanden,
HF

Behandlung mit
mi- RNA (d4)

Well 1 | -
GYFP Well2 |- Keine Zellen mehr vorhanden,
Well 3 |- Zelldebries

Well 4* | -

Dargestellt ist die Gesichtfeldauszahlung der grin fluoreszierenden humanen

Fibroblasten (HF) im Vergleich zur Kontrollkultur (GYFP). Die Zeitpunkte der

Erfassung sind zunachst der zweite Tag nach Transfektion mittels X-treme Gene

(d2), und der vierte Tag nach der Behandlung mit mi- RNA (d4), zusatzlich erfolgte
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ab diesem Zeitpunkt eine Negativkontrolle ohne mi- RNA Behandlung (*). ,-" zeigt

lockere Zellaggregate, welche wenige blass grine Zellen Uberlagern, sodass eine

Auswertung nicht moglich war. Eine FortfUhrung des Protokolls war nach dem

vierten Tag bei samtlichen abgestorbenen Zellen nicht mehr maoglich.

Tabelle 6: Transfektion humaner Fibroblasten mittels Elektroporation, X-treme
Gene, mi- RNA Behandlung und LDH-Testung

Versuchsaufbau Gesichtsfeldauszahlung
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 =
Elektroporation HF Well1 |O O O 0 00 O O O 0O
mittels Well2 |1O O O 1 0 0 0 1 0 0|2
STEMcircles (d2) Well3 |1O O O O1 0 0 1 0 02
+ LDH- Test Well4 1O 0O 0O 1. 0 0 1 1 0 0] 3
GYFP Well1 |3 1 6 4 3 2 1 2 2 2 |26
Well2 |1 2 3 2 6 2 3 2 1 2 |21
Well3 {2 0 1 1.0 2 1 0 1 0 | 8
Well4 |2 4 2 3 2 2 2 1 1 1|20
Behandlung mit HF Well1 (O 1 0 0 O 1 0 O O O 2
mi- RNA (d4) Well2 |O O O O O OO 0 0 090
+ LDH- Test Well3 |O O 1 0 1 0 0 0 0 0| 2
Well4*{0 1 0 1 0 0 0 O O O | 2
GYFP Well1 |4 3 1 1 2 3 5 4 2 3 |28
Well2 {2 3 3 3 2 1 1 3 2 2|22
Well3 {1 0 1 2 1 2 1 0 0 0| 8
Well4* |6 2 0 3 2 2 1 0 0 2 |18
Transfektion | HF Well1 |O O O 0 0 0 0O 0 0 O 0
mittels X-treme Well2 1O OO O OO O O O O 0
Gene (d6) Well3 |1O O O 0 0 0O O O 0 O 0
+ LDH- Test Well4* |0 0 O 0 0 O O O O O 0




GYFP

Well 1
Well 2
Well 3
Well 4*

N
MM

Transfektion |l
mittels X-treme
Gene (d8)

+ LDH- Test

HF

Well 1
Well 2
Well 3
Well 4*

GYFP

Well 1
Well 2
Well 3
Well 4*

Behandlung mit
mi- RNA Il (d11)
+ LDH- Test

HF

Well 1
Well 2
Well 3
Well 4*

GYFP

Well 1
Well 2
Well 3
Well 4*

O O O O ©O O O O O O O O o o o o M ~ O DN

O O O O ©O O O O O O O O o o o o oo o o i

O O O O ©O O O O O O O O o o o o M ©O O O

O O O O ©O O O O O O O O O O O O »~ A -~ W

O O O O ©O O O O O O O oo o o o M ~ O O

- O O O O O O O ©O O O o o o o o M O -~ O

O O O O ©O O O O ~ O O O o o o o M ©O O O

- O O O O O O O O O O o O ©o o w o N o

O O O O ©O O O O O O O O O O o o M © O =

O O O O ©O O O O 0O ©O O oo o o o ~ o o o
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Dargestellt ist die Gesichtfeldauszahlung der grin fluoreszierenden humanen
Fibroblasten (HF) im Vergleich zur Kontrollkultur (GYFP). Die Zeitpunkte der

Erfassung sind zunachst der zweite Tag nach der Elektroporation mit Stem-Circles

(d2), der vierte Tag nach der Behandlung mit mi-RNA (d4), zusatzlich ab diesem

Zeitpunkt eine Negativkontrolle ohne mi-RNA Behandlung (*) und am sechsten

(d6) und achten Tag (d8) nach der Transfektion mittels X-treme Gene und eine

weitere Behandlung mittels mi-RNA. 24h nach jeder Behandlung erfolgte der LDH-

Test.
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Tabelle 8: Transfektion humaner Fibroblasten vs. Schwei3driisenzellen mittels
Elektroporation durch NAPA GEN Elektroporator

Gesichtsfeldauszahlung

Versuchsaufbau
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 =
Well 17 (O O O 0O 0 0O O O O OO
Well2 (O O O OOO O 0O O OO
Elektroporation HF Well 3 1O O O OO O O O O O 0
mittels Well4 (O O O OOO O O O OO
STEMcircles (d2) Well 1 (O O O 0 0 0O O 0 0 OO
hsgsc Well2 1O 0O 0 O O O O O O 0] O
s WellI3 (/O O O OOO O 0O O OO
Well4 (O O O OOO O 0O O O}|O

Dargestellt ist die Gesichtsfeldauszahlung der grun fluoreszierenden humanen
Fibroblasten (HF) im Vergleich zu den humanen Schweil3drusenzellen (hSGSC)
zwei Tage (d2) nach Elektroporation der Zellen mittels STEMcircles durch den
NAPA GEN Elektroporator vom Fraunhofer Institut Lubeck.
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Tabelle 9: Transfektion humaner Fibroblasten vs. humaner mesenchymaler

Stammzellen mittels Elektroporation

Gesichtsfeldauszahlung

Versuchsaufbau

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 =

Well 17 |fO O O O 01 1 0 1 0
Well2 (1O O 1 0 2 0 1 0 1 0|5
Elektroporation A Well3 |11 5 0 3 0 1 0 2 2 0|14
mittels Well4 (O O O OO1T 1 0 0 0 0| 2
STEMcircles (d2) Well 1 (O O O 0 0 0O O 0 0 OO
hsgsc Well2 1O 0O 0 O O O O O O 0] O
s WellI3 (/O O O OOO O 0O O OO
Well4 (O O O OOO O 0O O OO

Dargestellt ist die Gesichtsfeldauszahlung der grun fluoreszierenden humanen

Fibroblasten (HF) im Vergleich zu den humanen glutealen mesenchymalen

Stammzellen (hSGSC) zwei Tage (d2) nach Elektroporation der Zellen mittels

STEMcircles.
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8.2. Genabschnitte mit Primern nach Bisulfitkonversion

8.2.1. Oct-4

TAGTATTAGAATTATTTAAATGGTTATTTGGTATTGGAGTTTTTTTTTTTTTTTTAATTTTTTTTTTT
ATTTGTTTATTTATTTATTTTTATTTTATGTATGTAAGTATTTTTITTITTTITTTTTTITTITTTITTITGGGTT
TTTTGAGATAGGGTTTTTTTGTGTAGTTTTGGTTGTTTTGGAATTTATTTTGTAGATTAGGTTAG
TTTTGAATTTAGAAATTTGTTTGTTTTTGTTTTTTAAGTGTTGGAATTAAAGGTAAGGGTTATTAT
ATTTGGTGTAAGTATTTTTTAAAGATGTATTTGTTTATATATGTGAGTATATTATTTTTTTTTTTAG
GTATATTAGGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA
GAGAGAATTAGATTTTGTTATAGATGGTTGTGAGTTATTAAGTGGGAGTTGGGATTTGAATTTA
GGATTTTTGGAAGAGTTGTTAGTGTATTTAATTTGTGAGTTATTTTTTTAGTTTTTTTTTTTTTTGT
[TTTTTTTTTTTTITTTITTTITTITTTTTTGATATAGTTTAATTATGTAGTTTAGGTTAATTTTTAGTTTGGTTTTTAGGTTTTTTTTAGGTTTTTTTTTAAGTTTTTTTTTTTAATTTTTTTTTTTTITTITGTTTTTTGT
AAGTTTTTTTGATTAGGTAAGAAAATTAAGATAAGGAAAGGGAGATGTAGTTAGTTAAGGAATT
TATGTTAGTTAGAGAAATTATTTTTTTTTTTTTAGAATATTTGGATTTGGGAAGAGATGTTGTTG

GTTTTAGGGTGGTTGGGGGTTGGGGTTGGGGGAGGGGGATGTTAATTAGTAAGGAAGTTGTT
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TTTGGTTGGGGTAGGTTTGATTGAGTTTATGTTGTTGAAATTTTTTATTTTTTTTTATGGTTTTAT
AGGGAGATTTAGTTTGGATGTTAATATGAGTGATTTTTTTGTTTTAGTTTAGTGTTTTTTGTGAG
TTTATTTAATTGATTATTTAGTTTGTGAGGAGGTGGTTGAATTTATAGTAAGAAAGTTGTGGGG
GTTAATGTTTATTGTTTGTTTGTTTTGTTTTAGATAAGGTTTTTTGTTGAGGTTGGTTTAAGTTGG
TTTGGAGGATTTTTGTGTTTAAGGTTGGTTTTAAATTTTTTTTAAAAGAAAATTATGTGTATATAT
GTGTGTTTATGTAATTGTAGATGATTATAGTAGTTAAGAGATTTTTGTTTTTTTAGTTGTAAATTA
TTTAATATGGGTGTTAGGAATAGAATTTTAAAAGGGTTTTTTGAAAGAGTAATGTATATTTAAAT
GTTGAGTTTTTTTTTAGTTTTTAGTTTTGGATTTTTGTTTTTATTATTTTTAATGTTTAAGGGTAGG
TATTATAGGTGTGGTATTTTGTATTTGGTTTTTTAGGATATTTTTTTATGTTGGTGGATTATTTTT
GGTTGGGGATGTGTGGGTTTTTTTGTTGTTTTTGGTTTTTTAGATAGAATTTTGAGATAGATTTT
GATTTGGTTTTAAAATATAGGTGGTTTGTGGTAAGTTAATGAATTTTAGTTTAAATTTGGGGTAT
TTAAGATATTATGGTGATTTTTTTTTGTTTGTTTTTTTTITTTTTTITTTTTTTTTTTTAAAAAGATTTA
TTTATTATTGTATGTAAGTATTTTAGATATTAGAAGAGGGTGATAGATTTTTTTTTTTTTTTGAGA
TAGGATTTTTTTGTGAAGTTTTGGTTGTTTTGGAATTTATTTTGTAGATTAGGTTGGTTTGGAAT
TTAGAAATTTATTTGTTTTTGTTTTTTAAGTGTTGGGATTAAAGTTATGAGTTGGGATTGTATTTG
GTTTAAAGTGATTTTTAAAGGGGGTAGAGTGGTATATATTTTTAATTTTAGTATTTAGGAAGTAA
AGGTTGGTGGATTTTTGTGAGTTTAAGGTTAGTTTGGTTTATAGAGTGAGTTTTAAGTTATTTAA
GGTTATGTAGGGAATTTTTGAATTAAATTTAAAAGTTAGTTTGATGATTTTTTAAGATTTAGGAG
GTAAGAAATTGGATTAGATGAGTTAATAGGTTTGTTGTTTTATTTTTAGGGTTATTAGGTTTATA
GTTTGGGATTAGGTTAGGGTATATTTGTTTTAAGTTAGTTTTAAGAAGATTTGGGATTTTAGATA
AAGTTGTTGTTAAGGATTGTATTATATTTTAGGTATGTTTAGGGTTAATTTGGTTGTAAAGTTAG
TTATTAGGTAGTTAAAGGATTTAGAATATGTTTTTTGTTTTGGTTAGTGAGTTATTAAAAGAGAA
ATTATAATTTATAAGATAAGGTTGGTATTGAATATAGATAGGATTGTTGGGTTGTAGGTATATTT
GAATTGTGGTGGAGAGTGTTGTTTAGGTTTTAGAGGTTGGTTTTGGGAGGAATTGGGTGTGGG

GAGGTTGTAGTTTGATTTTGTTTTTTTTTTTAGGGAGGTTGAGAGTTTTGGGTAGATGGTAGAT
GTATAATAAAGGTGTATGATAGTTTTGTTTTGGGGGTAGAGAAGATGGTTGGGGAGGGGTTTT
[TTTGTTTTAGTTTTTTTTTAATTTGTTATTGAGGAAGTTTTGTGAATTTGGTGGTTTTTAAGTTG
TTGTTTTTATTTAGGTTTTTTAATTAATTTATGGTATTGTTTTATAATGAATGTATAGAAATTGGG

AGGTGAGTATGATAGAGTGGAGGAAATGGAAGATTTATGGAGAGGGTTAGAGAGATGGTTTTT
TAGTTATTTTGGGGGATGATTTGGATTTATGTGGTAGAAGGAGGGGATTTTTATATATGTGTTA
TGTGTAGTTGTGTGTAGGTATATATATATTTTTAAAATAAAATGTAATTTTTTTTTTAAAGTTTTA
GGGTGAATTTGGTGAAGTTGATGAAGTTGAGGTAGGAGAATTATTAGGAGTTTAAGGGTAGTT

TGTTTTATAGAGAAAGGTTTTATTTTTATTTGATGAAGATTATTATTAAGAGATATTTTTGTTTTTT
AGGGTATTTAGAGTTATTGATTTTAGTTAATAGTTTAGGTGGGTTGGGTTTAGGTTTAGAATTTT
GTTTTGGTTATGTATATTGTGGGGTGTTTTGGGTTTTTTGAGGTTGTGTGATTTATTTTGGGGTT

TTTGTTTAGAGTATGGTGTAGGAGTAGATAGATAAATATTATTTTTTGTAGATAGGTATTTTGAG
GGTTATTTTTTTGTAAAGATAATTAAGTATTAGGTTAGTAATCECATIIITACATICEETIIACA
-TTATTTTAGGGAAGTTTAGGGTAGGI TTTTTGTATTTTTTTTTTTTAATTTTGTTTTTTTAGTG
TTTTTTTGTTAGTATAGGAATGGGGGAGGGGTGGGTGATGAGGATGAATATTGGAGTTTTTGG

AGGAAGGGAAGTAGGGTATTTTIATICACETIICIIIIGCACEAEAGGTGGAGAGTTGGGG

AAGTTTTGTGTGAGGGGATTGGGGTTTAGGAGGGGGTTGGGGAGTAGGAAGTTGTTTTITAGG
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GGAGTTATTTTGGTTTATTTAAGGGTTGAGTATTTGTTTAGGGTTAGAGTTGTTTTTTTTGGGGA
TTAGGATTGTTTAGTTAAGGTTATTGTTTTGTTTTTTTTTTTTAGTTTTTTTTAGGTTTTTTTGAAT
TTGAAGTTAGATATTTTTTTTTTTITATTTATTTTTTATTTGTTGGGTTTTTTTATTTAGGAATTAGG
TTGGAAGTTTGGGATGAGGAGGTGGGGGGAGGGAGAATTGAGAATTTTGAGGAAAGAGGTTT
TGGTTTTAATTGTGAGGGGATGGAGTTTGGGTGTAGGTTTTATGGGGGTTGGGGGGTGGTTA
GTGTTTAATTTATTAATTTGGATAATATAAGATGGAATATTGTGTTTTGAAAATGTAGAGTTAGT
ATTTTTTTGGGGTTTTTGGGGATATATTTGGTTGGGGTTTGGGGTTTTATGGTGTAGAGTTTTT
AAATTTTGGAGGATTGGAGGTGTAATGGTTGTTTTGTTTTGGTTTTGGATATGGGTTGAAATAT
TGGGTTTATTTATATTTAGGATTTTAGATGGGTGGGTAAGTAAGAATTGAGGAGTGGTTTTAGA
AATAATTGGTATATGAATATTTAATGGATGTTTTAGGTTTTTTAGAGGATGGTTGAGTGGGTTGT
AAGGATAGGTTGAGAGGGTGTAGTGTTAATAGGTTTTGTGGTGTGATGGGGTATTTGAGTAAT
TGGTTTGTGAGGTGTTTGGTGATTTAAGGTAGGGGTGAGAGGATTTTGAAGGTTGAAAATGAA
GGTTTTTTGGGGTTTTGTTTTAAGGGTTGTTTTGTTTAGATGTTTTTAATTTTTGTTTGGAAGATA
TAGGTAGATAGTGTTTGTTTTAGTTTTTTTTATTTTTATAGTTTTGTTTTTTTATTTATTTAGGGGG
TGGGGTTAGAGGTTAAGGTTAGAGGGTGGGATTGGGGAGGGAGAGGTGAAATTGTTTTTAGG
TGAGTTGTTTTTTTATTAGGTTTTTGGTTTGGGGTGTTTATTTTTTTTATGGTTGGATATTTGGTT
TTAGATTTTGTTTTTTTATTTTTATTAGGTGGGGGTGATGGGTTAGTAGGGTTGGAGTTGGGTT
GGGTGGATTTTTGAATTTGGTTAAGTTTTTAAGGGITTTTAGGTGGGTTTGGAATTIGGATTAGG
TTTAGAGGTATTGGGGATTTTTTTATGTTTGTTTGTATATGAGTTTTGTGGAGGGATGGTATATT
GTGGATTTTAGGTTGGATTGGGTTTAGTTTTTTAAGTTGGTGTGGAGATTTTGTAGTTTGAGGG
TTAGGTAGGAGTATGAGTGGAAAGTAATTTAGAGGGAATTTTTTTTGAGTTTTGTGTTGATTGT
TTTAATGTTGTGAAGTTGGAGAAGGTGGAATTAATTTTTGAGGAGGTAAGTGAAGGGATITTGG
TTGGGTTGGTAGAGGTAGTAGTGAAGGGAATTGGGAATATGTAGGGTAGTTATTTTGTTTGTT
AAAGGTGGTGATGGTTGTTGGGTTTTTTGAGAAGTATGATGTAGTGTGGATTAGAATTTAGAAT
TGTAAGAATTAGAAATTGGTTTGGATTGTTTTGGTTTGGTTTTTGTTATGTAGGTTATTTAGGTT
TGGTTTGTGTTTTGATATTTGTTTTATGTTATTATTGTTTGTATATTAGTGATGTGTGAAAATTAG
TTTTTTTTTAAAAAAAAAAATATATTAGTTTTTTTGGGGATTTGGATTATAGTTGGATTTAGGAAT
TTGGTTTTAAGGTTAGGTATGGTTGGGGGGGTAAAAAATGGTGTTTATTTTGGAGTTATTGTTA
TTGAAGAGGTTGGGTGTGATTGGTTGTTGATAGGAGTTTTTGTTTGGGTTATGTGTGGAGTAG
GGTTTATTTTTAGTTAAGTTTATGGTTTGTTTATTTTAGTTTTAGATTTTATGAGTTATTTTTATAT
GAGTAGATTTTTGTAGTGTTTGAGGTGTAGATTTGATTGATTTTAGTTTTTTTATTTTTTTTTGTA
AATAAGAAAGGGATATTTTTGGGTAGGGGAGTTTTATTTTTAGGTTATTTTAAGATTATTTTGTG
AGTGTATGGGTTTTGTTTAGTGTTTGATGGTTTATAGTTAGTATTTTGGAGTAAGTGTAAGTAAT
TAGTTTTAAGAATAAGGTGTGAGTGGATATTGATGTTTGTTGGGAGTTTTGATAGTTTAGTGAT
TGTTGTAGTAGGAGTTTTTTTTTTAAGTGTTAGTTTTTGTGTTATTTTAGGTTTTGTATGTTGTTG
GGAGTTTTTTAGGAAGGTATTAATAGTTTATTTTATATTTTAAATGGTTTTTAATGAAGTAAGAGA
TTTGAATTTTAGTTAAGTTAATTTTAAATTTTTAAAATAGGATTTAGAAAAGTTAAAGATATTGTT
GAGGGTGATTATAAGTTTTGGTTTTTTGAGGAGTAGTTGGAGATGAAAGTTTGTTTGAAGTTGA
GAGAATTTTTTTTTATTGAAATGGTATTGAGGTGTGTTTTATTGGTTGTTGTTTTTGTTTGTGTTT
TGGGTTGGTTAGTTTTTGTGGAGTATTTTAGTTTTTTATTTTGGATTTTTGTTTTAATAATTTGTT
[TTTTTTTGTTTTTAAGGTTGATTTGTATTTTTTTAGATGATTGTTTTTATTTTTGTTTTTITGTTAG
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AGATAGAAAAGTTTGAGAAATTGATAGTTATTTTGGGGGGGGGGGGTTTGGTTTATATGTTGTA
ATTTAGAAAGTATATTTAATTGGTTATTTGTTATATTTTTTTTATTTGGTTTTAATTATTATTGTGT
ATTATTGAGAAGAAGGTAGTTTTAGTTATATTTTTGAGTGTTTTTGTTGTTTTATTGTTTATATAT

TGATTGATATTTTTGTTTTAATTTTGAAAAAAAAAAATTTTTTTTTTTTTGTGGTGTGTGTATGTTT
GTTATTGTATATTTGTGGGTGTTAGAGGTGGTTTTTTGTATTTTTTGGTTAGTATTGTATTTAGG
GTGAGTTAGATGATTTTTTGTGGTTTGGGTTTTAAGGTTTTTTATTTTTAGAGGTTTTTAGTTTGT
TGTTTTGTTTTTTTTGTTGTATTTTAGTATAGTAGGAGTTTTTTTTGTATTTTGGAGTGTTGTTAG
TTTTTGGGGTATGGATATTTGGTTATTTAGAGTGTGTTGTGTAGGTTTTTATTTAGAGTTGAATA
GAGGGATGGATTTTATTATTTTAGTTTTTGAGATATTGAGGTAGGAGAGTTTTTTAGTGAGTTTT
TGTTTTAATATTTTTATTAATATTGTGTTATATTTTGGGATTTTTTTTTTITTITTITTITTITTITTITTITGAT
[TTTTTTTTTTTTATATGAGTATAGTGTATTTGTTTTTAGATATATATTAGAAGAGGGTATTAGAT
TTTATTATAGAAGGTTGTGAGTTATTTTGTGGTTGTTGGGAATTGAATTTTGGATTTTTGGAAGA

GAAGTTTGTATATTAATTTTTGTATTAGTTAGGGTTTTTTAGAGTTATAGAATTTATGGATAGTTT
TTAGATAGTAAAGGAATTTATTGATGATTTATAGTTGGTAGTTTAATTTTTAATAATGGTTTAGTT
GTAGTTGTGAATGGAAGTTTAAGGATTTAGTAGTTATTTAGTTTTATGTAGTAAGTAGGTGAAG
GAGTAAGAGTTAGAGTTTAATTGTTGAGTTATGTGTTTTTTGAGTAAAGGGATTATATGTTTGTT
TGTTTGGTTAATTTTGTAGTTTTAAAATTTTTTTAGAATAGGGTGATATTTTGTTTTTAGTGGGGT
GGTTTTGAGTAATTTGTGAGTAGATAGGAATTTGTTGGGGTATTGTATAGAATTTTGGGTAGTG
TGGTATTGTAGATGGTTAGGTTTTGGGGGGGGAAAGAGTTATTTATGTTATTTAGGAATAGAGT
GAATAATATTTATATAATTAGATTAGTTTTTGAGGAGGTTGAGATTTTTTTATGGGGTATTTTAG
GGTTATAGTTTTAGTTGGTGTGATTTTGATAAGTTTGTTTTTTTTATTATAGTTTTAGGATATGAA
AGTTTTGTAGAAGGAGTTAGAATAGTTTGTTAAGTTGTTGAAGTAGAAGAGGATTATTTTGGGG
TATATTTAGGTTGATGTGGGGTTTATTTTGGGTGTTTTTTTTGGTGGGTTTTTTTTAGTATGTTTT
GATTTTATGGTTTTTAATGTAGGTGTAAGGGGGTGGGGTATTTTAGGAGTTGTTTTTTTATAGG
TAAGGGAGGATTAGATGTTTGTAGTTTGAATTGTTAGAGGTGGGGGTTTGGGTTTTTTTTTTGT
TGTTTTATTTATTTTGTTTGATTGGTTTTTTAGGAAAGGTGTTTAGTTAGATTATTATTTGTTGTT
TTGAGGTTTTGTAGTTTAGTTTTAAGAATATGTGTAAGTTGTGGTTTTTGTTGGAGAAGTGGGT
GGAGGAAGTTGATAATAATGAGAATTTTTAGGAGGTGAGGAGTGGTAGGATGTGTGTAATGTT

TGTTAGGTATAGTTTTTTTTGTTGTTTTTATTTTTGGTTTGAAATTTTTTTTTTTTTAATTGGAGTT
TGTAGGAGAAGTTTTGTGTTTTTATTTTGTTGTTATGAATTGGAATTTAGAGTTTTAATATTTGTT
AATTAATTAGGTTTTTTTTTTTTGAGTTATTTTTTGTTTTTATTAGTTTGATAATGGTTTTTTTTTA

GAATTTTGTTTAGTGTTGGTGAAGGTTTAGATTTAGGTTTATTAGTTTTTTTTAGAGTTTTTTTTA
GTAATTTTTGGTTTTGGGGTTATATTTAGTTAATGTTTTTTTAGTATAATTTTTTAGTGGTTTGTT
[TTTAGTTTTATTTTAAGGTGGGGTTGTTGTTAAGTTAAATATTAAAGTTGTTTTTGTTGTTTTTA
TTTTTTTTTGTTTAGATATGTAAATTGGAGATTTTGGTGTAGGTTTGGAAGAGAAAGTGAATTAG
TATTGAGAATTGTGTGAGGTGGAGTTTGGAGATTATGTTTTTGAAGTGTTTGAAGTTTTTTTTAT
AGTAGATTATTTATATTGTTAATTAGTTTGGGTTAGAGAAGGATGTGAGTGTTAAGATTTTGTTT
TGTGGTATTTGGATGTTTTTTTGTTTTTATTTTTTATTTTTTTITATTTTTTTATTTTTATTGTTGTTA
TTGTTGATTGTAGTATTTTAGAGTTTATGATTTGATGTTTATTTTTGTGTTTATTTTAGGTGGTTT
GAGTATGGTTTTGTAATTGGTGTTAGAAGGGTAAAAGATTAAGTATTGAGTATTTTTAATGAGA
AGAGTATGAGGTTATAGGGATATTTTTTTTAGGGGGGGTTGTATTTTTTTTTTTGTTTTTAGGTT
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TTTATTTTGGTATTTTAGGTTATGGAAGTTTTTATTTTATTATATTTTATTTAGTTTTTITTTTTTGA
GGGTGAGGTTTTTTTTTTTGTTTTTGTTATTGTTTTGGGTTTTTTTATGTATTTAAATTGAGGTAT
TAGTTTTTTTTGGGGATGTTGTGAGTTAAGGTAAGGGAGGTAGATAAGAGAATTTGGAGTTTTG
GGGTTAAATTTTTTTATTGAGGAGGGATTAAAAGTATAATAGGGGTGGGGGGTGGGATGGGG

AAAGAAGTTTAGTGATGTTGTTGATTAGGAGTTTGGTTTGTTTGTTATTTATTATTTTGTTTTTAA
ATAAAGATTGGGATATATAGTAGATAGTTGAATTTTGTTTTTTTTTAGTTTTTAGAGAGTTTGTG
GTTGGAGAAAGTTAGTAATGGATTTTTAAATTTTAGGTGATTTTTAAAATAGGTGTTATTGAAAT

TATTGGAGTTTTATAAAATGTTTAGGGATAGTTGGGGTTGGAGTTTAATTTATAGAGGAAGGTA
TTGTATATTTGTTATTTTAGAGGTGGTAAGTTTTTGTTAGTTGATGGATATTATTTTATAGTTATT
GTTTGGTAGTTGTTTTTTTITTTTTTTGTTATTTTGGGAGTTTTGGTGGGTTTATATTTTAAAAAAA
AGAGTTTTTTTGGGGGGGTTAAGATTTATTTTATTTATATGGGTATATTGTAGTTGTTTTTTAGA
TATATTAGAAGAGGGTATGGGATTTTATTATAGATGGTTGTGAGTTATTATGTGGTTGTTGGGA

ATTGAATTTAGGATTTTTGGAAGAGTAGTTAGTGTTTTTAATTGTTGAGTTATTTTTTTAGTTTTT
AAATTTTTTTTTTTITTITTITTITTITTAAGATGAGTTTTGTGTAGTTTTGGTGGATTAGGTTGGTTTTA
GATTAGTTTGTTTTTGTTTTTGTAGTGTTGAGATTAAAGGTTTGTGTTATTTTAGGTTAAATTGTT

ATGTTTTTATTTTAGTTGATGATTATTTTTTTTGGGTGTAGTAGTGTTGGGAGTAGGGTTTGTAT
ATATGTTTATAATGTTAGAATAGGTTAAAGGTTTTAGATTTTAAGGAATTGGATTTATAGAGAGT
TGGGAGTAGTTATGTAGGTTTTGAGAATTAAATTTGGGTTTTTTGTAAGAAGAGTTATTGGTTTT
TTGTTTTTGTTTGTTTTGAGATATTTTTTGGTGTAGTTTTGGTTATTTGGAATTTTGTAGGTTAGG
TTGTTTTTGAATTTAGATTTAGTTTATTTATTTTTGTTTTTTAAGAGTTGGGATTAAGGTTATGTA
TTATTATAGGTTAGTTAGTTATAGTTTTTAATTGTTGAATTATTTATT

8.2.2. Nanog
TTTTTAATGGAGGAGTTAGAGAAAGTATTTAAGGAGTTAAAAAGGATTTGTAATTTTATAGGTG
GAATAATATTATGAATTAATTAGTATTTTAGAGTTTTTGTTTTTAGTTGTATATGTATTAAAAGAT
GGTTTTGTTGGTTATTAGAGGAAAGAAAGATTTATTGAATTTGTAAATTTTATATGTTTTAGTATA
GGGGAATATTAGGGTTAAAAAGTGGGAGTGGGTAGGTAGGGGAGTGGGGGGGGGTATGGGG
GATTTTTGGGATAGTATTGGAAATGTAAATGAGGAAAATATTTAATAAAAAATATTTAAAAATAA
TAATAATAAAGATAGAATTTTGTTGGAGAGATGGTTTAGTGGTTAAGAGTATTGATAAAATTTTT
TTTTATATATTTTGGTTGGTGATTTTTTTTTAAGGGTTAAGATTATAGGTTTGAGTTATTATATTT
TGTTTTAAGAAAGATTATAAAATATAGATTTATGGTTTTTATTATTAGTGAGGAGTAGTAGTATAA
GTTTATTGTTTTTTTTTTAATATAATAGTTGTTTTTGATATTGATGATGTTGGTAAAAGAATTTAG
TATAGGGGGTTGGAGATATGGTTTAGAGGTTAAGAGTATTGATTGTTTTTTTGAAGGTTTTGAG
TTTAAATTTTAGTAATTATATGGTGGTTTATAAATATTTGTAATGGGATTTGATATTTTTTTTTGG
TGTGTTTGAAGAGAGTTATAGTGTATTTATATAAATTAAATAAGTGAATTTTTGAAAGAAAAGAT
ATAAATAAGTGGTATATTTTAGGTATGTTTTTTTTTGAAAATTTATTTATTATATTGTTTGGTTGT
GTGTGGGTGTATATAGAGAATAATTTGTGGGAATATATTTTTTTTTTTTTTAAGTGAGATGGGG
GAGAGAGGGAGGGATTTGGTTTTAGGAAGAATGAAGTTTTAATTGTTTTGTGGGTTTGAGTTTT
TAGTGGAGATTTGATTTTGTTTTTTGTGTGTTGGGATTTTAGATTTGATATTATGTTTTGTGTAG
TGTTGGAGATTGAATGTATGTTTTTTATTTATGTAAAGTGAGTATTGTGTTAATTGAATTATATGT
TTAGGTTTATGTTATGTTTTTTTGAGTTTTTAAAAATAGAGGTGTAGTTAGGTAAAGTAGTATAA
AGTTTTTAATTTTAGTTTTTTAGAGTTAGAGGTAGATGGGTTTTTAGTAGTTTGAGGTTAGTTTG
GTTTATAGTGTGAGTTTTAGGATAGTTAGGGTATAGAGAAATTTTGTTTTAAAAATAAAAATAAA
AATTTAGAAGTGTTGGAGTTTGTAATTTTTTTTAATTGTTAATTTGTTGGAATTTTTTTTTTAGGT
TTGTTTTGTGGTTTTTTTGGAGGATTTTAAGGTTAGTGATTTATATTTTTTTTTTATTTGTTTTTAG
[TTTTGTTTTTTTTTAGTATTAATTATATAAGTTTATTTTTTATTTTTGTTTTGATTGTTAATTATTT
AGAGGATTTATTTAATATTTTTTTTTTTATTTATATAGTTAGTTTTAATTAGGTTTAAGGTATTTAG
ATGTTTTTTTTTTTATTTAAATTGTTTTTTTGGATAAGGAATGTAGTAAGTTTGTTTTTTGGTTATT
AGTTATTTTTTTGTTTGGATTTTTTATTAGAGATTTTTAAAGATATTAAAGAGGTAGGATAGGAAT
GGGGGTTGGGGAGGGATTTATTGTTGTTTTTTAAGTAGATTTTTTTGATTTGGAGTTGTGTGTT
TTGTATTAAATTTTTGTAGAATTTGGGGTAAATTTAAGGTTATGGTGGTTTTGATTTTGTGGATT
TAGAGGTAAGTTTTTTTTTTTAGAGGATTTGTATGTATTTTGTTTTTAATTTGAAATGAGAATTGG
TTTAGAGTTTGAATTAGTTAGTTTTTTGGATTTTTTTTAGTTTTTATAATTTTTTTTTTGGATGGTT
TTTAGAAGATAAAGGTAAGTTTATTAAAATTATGTTGTTTTTGGGATATATTTAGGGTTTTTTGGT
GGTATTTTTTTTTTTTTATTATAAATAGGAGTAAATTTTTGTAAGGGTAGAGTTGGTAGTTGAGG
GAGAGGAATTTTTTGGTTTAGTGAAGGTAGTTTGTTGGGTTTTGTATTTTTGTTTTTATTTTTTTT
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA
GAGAGAGAGAGAGATTATGTGGTTATTTTAAAAATTTGAGTGTGGTAAAAGTATGTAATTGGGA
TTAGTAAGTATTTTTTTTTTTAGTGAGATTGGAGTAGAGGGTGGGAAAGGATTTTAGAATTTTTG
AATGTTGGGTTTAGGAATGGGGAGATAAGAGTTATTATAGAATGTTTATTGTTTTTTAATATGTT
AGTGATGGGTTTTGTGTTTTAGATTTTAGGTTTGTATTTTTTTTGTGTGTGTGTGTGTTTGTTTT
GTTTTTGTTTTTTTAGGTAGTTTGGAGATTAGGTTGGTTTTTAATTTTTTGTGATGTTTTTATTTT
TTTTGAGGTGTGAGTGGTAGAATGTTTAGTGGGTAAAATATATTTGTATAAGTGTAAGAGAATT
AAGTTTTAAATATTGTTTTTTGATTTTTTTAGGTATGTTTTAGTTTTAATAAATAAAATTGAAGAAA
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AGGATTTTAAATTATGGTGAAGGTGTTATATTTTTGATTTTTTTAAGGTAGATAGAAGTAGAGGG
ATTTTTGGGAGTTTAAAGTTAGGTTGGTTTGTATATTGAGTTGGTTAGTTAGGAATATATATTGA
GATTTTGTTTTTAAAAAAAAAAAAGTGTGAAGATTGTTTTTTTTGTTTTAGTATTTGGGAGAGAG
GGAAAGAAATATAGTAGTTAGTTTTGTTTATATAGTGAGTTTTAGGTTAATTAGATTTGATATAG
TGAGGTTTTGATTTAAAATTAAAAATTGGTTATAGATAATATTGTAGTTTTTGGTTAGTTTGAGTA
TTTAATTTAATATATTATTTTTTGTTTAAGTAAATTATGTGAAAGATTTTTTATTGAAGGTTGTAAG
TTTTAAAATGATTTTGGTGATGTTTGTTTGGATTGTTTATTTTTTGGAGTAGATTTATAAAGAATA
TTTTTTATTAAGTGTTGTATAAATTTTGATATTTTGAATGGTTTATTTATTTTTTGTTTAATGATAA
GAATTATATTAGGGATATATTTGTATTAGTTTAGTGAATAAGTAGAAGGTAGAATAGTTATTTTT
TTGTTTTATGATTTTTATTTAGGGGTTTTAGTTTATTTGTTTATTGTTTAAAATTTTTATATTTTATT
AAGTAGTGGTGGTTATTTTTTTAATTTTAGTATTTTGAGAGATAGAAGTAGGTGGGTTTTTGTGA
GTTTGAGGTTAGTTTGGTTTATAGATTTAATTTTAGGATAGTTGGGGTTATATAGAGAAATTTTG
TTTTAAAATAAATAAGTAAATAAATAAATAAGTAAATGATATATTTATATTATTTATTATATTATAA

ATTATATATGTGTTTTATAGAATATGTTATTATATATATATTTTTTTTGGTTTTTTGAGATAGGGTT
TTATATAGTATTAGTTTTATATATATAATTTATATGTAAAAATATTTTTGAAAATGGAATTATTGGA
ATTTAATTTTAAAAGTATTGTTTTTTTTTGTTTTTAAAGTTTTTTTATATTTTAAAGTTGTTAGAGG

AGGGTTTAAGAGATGGGTTAGAGGGGTTGGAGAGATAGTTTAGTAGTTAAGAGTTTTGGTTGT
TTTTTTAGAGGATTAGGGTTTAATTTTTAGTATTTATATGATAGTTTATAATTATTTGTAATTTTAG
TTTTAGGGGATTTGGTATTTTTTTTTITTATTTTITTTGTTGTTGTTGTTTTTTGAGATAGGGTTTTTT
TGTGTAGTTTTGGTTGTTTTGGAATTTATTTTGTAGATTAGGTTGGTTTTGAATTTAGAAATTTAT
TTGTTTTTGTTGTTTAAGTGTTGGGATTAAAGGTGTGTGTTATTATGGTGGGTATTTTTATATTA
AAATTTATGTAGGTAAAATATTAATGTATATAAAAATAAAGGAAATTTAAAGAAAGAAGAAAAAA
GAAATAAAATTGGAAGAGAGAGAGAGAGAGAGTGGTGTAAATAGTGGGTTTGAAGTTTTTGAG
GGAGGAGGGTAAGATGTTGTGTTTTGTGTTTTTTTAGTTGGATGTGGATAGAGGTTAATTAGTT
ATATTAGTTTATGTTTAAAAGTGTTTAATTGAAATAAGAAATGGTTGTTTTAGTTGGGTGTGGTG
GTATATGTTTTTAATTTTAGTATTTAGGAGGTAGAGGTAGGTAGATTTTTGAGTTTAAGGTTAGT
TTGGTTTATAGAGTGAGTTTTAGGATAGTTAGAGTTATATAGAGAAATTTTGTTTTGAAAAATTA
ATTAATTAATTAATTAAATAAATAAATAAAAAAGGAAATGGTTGGTTTAATTATATTATATTGTTTA
TTAGAATAAAGAGAAAAATTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGAGGTTTAGTTAGGTTGGGTAA
TGGAGGTAGTAGTGGTTGTGGTGGTTTTGGTAGTAGTGGAGGTTTTGGTGGTAGTGGTGATA
GATAGTGATAGTGTGGTAGTAGTTGAGGTAGTGGTGGTTGTAGTGGTAGTGATGGTATTGGTG
GTAGGGTTGGTGTGGTTTAGAGGTGGTAGTGGTGGTAGTGGAGGTATTGTAGGTTTTAGTGG
TAATGGTAGTGGGGTAGTAGTGGTAGTTATGGTGGTATAGTGGTAGTAATGGTGGTAGTGGTA
GTTGTGGTGGTTGTAGAGGTAGTGGTAATAATGGTGGTTTGGTGGTAGTGTTGATAGTGGTAG
TATTGGTAGTATTGGTGGTAGTGGAAGAAGGGAAGTGGTGGTAATGGTGGTAGGGGTGGTAG
TAGAGGTAGATAGTGGTGATGATGGTGGTAGTGGTGTTGTGGTATAGTGGTGGTATTGGTGG
TATGGTATAGTGGTGGTAATGATGGTGTGGTGTAGTGGTAGTAGTGGAGATAGTGGTGGTAGT
GGAGATAGTAGTAGTATGGTGGTTGTGGTGGTTATGGTGGTAGTGGTGGTATATATAGGTTTT
TAATGTTAGTATATGGGAGGTAGAGGTAGTTGGTTTTTTGTGAGTTGGAAGTTAGTTTGTTTTA
TAGAGTAAGTTTTAGGATAGTTAGGGTTATATAGAGAAATTTTGTTTAGAATAATAATAAAATTT
AAATAAATATTATTAATTTTTGTGTTTTGTTTTGTTTTTTTTAAAAAAAATTTTAAATTAAAAAGAG
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TTATTTAAGTTTAGTTTTTTGTAGAATAAAATTTAGGAAGAATTATTTTTATTAATATTTATTGTGG
TAGAGTTTTTATATGGGAGATGTTATGAGAGGATGGTTTTTTTTTTTTITGTTTATATATAGAAGTT
GATTTAAGTTGGGTTAGAGTGTTTTTATTTATTTATTTGTGAGTATAAGGATTGATTGGTAAATT
TTGAATTTGGGATGTGGAAATAGGAAGATTAGGAGTTTGGGATTAGTTAGAGTAATAGATTGTG
AGGTTAGTTTTGGGTATGTGAAATTTTATTTTAAAGAAATGATTAAAATTAAATTTGAAATATGAT
AAATTTTTTTTTTTATTGTTTAGATGGTTGAGGTATTTGGGATTGTAGTAAGTTTGAAGTTAGTTT
AGGTTTTATAGTGAGAATTTGTTTTAAAATAAAATAGAAGGTTTTTATATTAATTTAAATATTTTTT
AAATTGGGTATGGTGGTAGATAAGTTTGGTTTATATATTGAGTATAAGTTATTTAAGGTAATAGA
GAAAAATTTGTTTTAAAATTAAAGTATGGATTAATTTATTAAGGTAGTTTGAGTTTTAAGTAGGAT
ATAGGTTTTTTTTTTAGATTTGTGTTAAAAAGTTGTATTTTTGGAGGGAAGATTTTTTTAGGTTTT
TTAATGTGAAGAGTAAGTAAGAAATGTTGAGTGTTGAAAGGAAAGTTGTGTATAAATAGAGATT
TTGGTAGTAAGGTTTGATTTTTTTATGTTTGTAGAAAGAATGGAAGAGGAAATTTAGATTTTTTA
TTTGATTTGAAATTTTTTATTAGAGATTGITAGGGTTIGGAGGTGTAGTITGTGGTTAAAAGATGA
ATAAAGTGAAATGAGGTAAAGTTTTTTTTTGGGGGGGGGGGATGTTTTTAGATTAGAGGATGTT
TTTTAAGTTTTTTTTTTTTTITTAGTTTGGGTTATTTTATAGTTTTTTTTGTATTATAATGTTTATGGT
GGATTTTGTAGGTGGGATTAATTGTGAATTTATAGGGTTGGTGGGGTGTGGGTGTTGTTTGGG
TGTTTGGGAGAATAGGGGGTGGGTAGGGTAGGAGGTTTGAGGGGGGAGGAGTAGGATTTAT
TTTTTAAATTTATTGTTTTGAGTTGTTGGTTTTTAGATAGGITGATTTGGTTGGIGTTTTGTTTTT

TTTGTGGGAAGGTTGTGGTTTATTTTTTTTTGATTTTTTGATAATTTTGTATTAGATATTTAATTTT
TTTTTTTATGATTTTTTTTTTTAGATATTGAGTTTTTTGGTTGTTGTTTAAAATTTTTTTAGAAATTT
TTTTTTTTGTTATTATATTGATATGAGTGTGGGTTTTTTTGGTTTTTATAGTTTGTTTAGTTTTGA

GGAAGTATTGAATTTTGGGAATGTTTTATTAATGTTTGTAGTTTTTTATTTTGAGAATTATTTTTG
TTTATAAGGGTTTGTTATTGAGATGTTTTGTATAGAGGTTGGTAAGGAATTTAGTTTTTGAAGAA
TTTAGTAAATTAGGGTAAGAGTAGAAAAAATGGGTTGAAGGGTTATTGTTTTTTTATGAATTGTA
GTAGTTATTAATATAAGTGGGTGTTTTTATTATTTTTTTGGAAATTTTTTTGAGTTTGATTGGTGA
TATGTTGGTTTTTTAGTTTGAAATAGAGATTTGGGATATAGGATGGAGTAATATAAGGTTTTTGT
GTGTATTTGAGAATTTAAATATTTGGGTTTTTTGGAATATGTTTGGGGGTAGTGAGTGGTGTTT

TTAGTAGTAGGGAGATTTAATATTTTAGTTTGGAATGAGTATTTTATTTTTTTGGTGAGGTTATA
TAGTTAGTTTGTAATTTGTTTAAATGGTTGTTTTTTTTAGTAGAAGTAGTTAGTATTTTTTTTAATT
TTTGGGAATATGGATGTTATTTAGTAGTTTTGGGTTTGTGAGTTTAGTGTTTTTTTTAAATTTTAA

ATAAGTGTATATAGTTTAAGTTATTTATTTTTATAGTTAGTATTTGGAGTTAAGGTTTGAAGTTTA
TTGTTTGTATAGAGTTAGTTTAGTATTTAGGTTTGTAAATGGTAGAATTAAGAGGTTGTTAGGTT
GTGTGTGTTATGGTGTTTAGGTGTGTGTTGTGATGTTTGGGTGTGTGTAGTGATGTTTGGGTG

TGTGTAGTGATGTTTGGGTGTGTGTAGTGGTGTTTGGGTGTGTGGAGTGTTAGGAAGTGTGTG

TTTTTTTTTTTTTGAGTTTTTAAGTTAATGTTTGTTATTTTGATTTTTTTGATTTATGGGTTTAATTT
TTGATTTTTTTTTTGTTTGTTTTTTTTITGTTTTTTTGAGATAGGGTTTTTTTGTGTAGTTTTGGTTG
TTTTGGAATTTATTTTGTAGATTAGGTTGGTTTTAAATTTAGAAATTTGTTTGTTTTTGTTTTTGTT
TTTTTTAATTTTTGATTTTGGAGGTGGGAAAAGTGTTGGGTTAGGAATGAATGGGTGGGGATA

GTTTTTGTAAGTGATGTGTGTTTTTAGAGTATGTGTGTAGAGTATGTGTGTTTGTAGTGTGTGT
TTTTAGTGTTAGTAGATGGTATAATTTTTTATTTAGAAGTTGTTTTTAGGGTTGTTTATTTATTTG
TTAGATTGTAGGTTAATTTTAGTATTGTTATTAGTGTGGAGTATAGATGTTTTTAGTGTAGGAGG
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GTTGTAATGTAATATAATGAGATTGATTTGTTAATGAATTGAATTAATGTTTGGATGTTTTTTTAA
TTATTTTATTTTTTTATTTTATGTGTTTGTTAAAATTATAATTATGTGATTGATTGATTGATTGATT
ATGTATAAGTATATTATAGTTGTTTTTAGATATATTAGAAGAGGGTATTAGATTTTATTATGGATG
GTTGTGAGTTATTATGTGGTTGTTGGGATTTGAATTTAGGATTTTTGGAAGAGTAGTTAGTGTT

TTTAATTGTTGAGTTATTTTTTTAGTTTTAATTATGTGATTTATATATTTTTTAGTTTGTTTTATTG
GTTATTTTATTTTTTATTTTATTTTTTATATTTATTTTTAAATTAGGGTTTTATTGTAGTTTTGATTG
GTTTTTGTAGATTAGGTTGGGAGAGGTTTATTTGTTTTTGTTTTTTGGGTGTTGGAAATAAAGGT
GTGTTTGGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTITTTAAGATTGTTTATTTTTAAATTTTTTTAGTTTATTGG

TGTTTTGTTTGTATGTGTTTGTTTTTGTGAGAGTATTAGATTTTTTGGATTAGAGTTATAGATAGT
TGTGAGTTGTTATGTGGTTGTTGAGAATTGAATTTAGGTTTTTTGGAAGAGTAGTTAGTGTTTTT
AATAGAAGAGTTATTTTTTTTAGTATTTGTTTTTTTTAAGAAAGAGTTTTATTTTATAGGTTTGGT
TGTTATGTTTAAGGTTGGGTTGTAGATTTGTTTGTATTTTGTATGTTTTAGTTTGTTTGAATGTTT
TGTTATTTTGTAGGTTAAGATTTGGTTTTAAAATTAAAGGATGAAGTGTAAGTGGTGGTAGAAA
AATTAGTGGTTGAAGATTAGTAATGGTTTGATTTAGGTAATAAGATGTTTTTTTTGTTTTTTTTTT
[TTTTTTTTATTTTATTATTTTATTTTATGTGTTTGTGTTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT
GGTTGATTTATGGTTGTTGGGTATGGATTTTAGATTTTTTGTAAGAGTAGTTAGTGGTTTTGTTT
TTGTTTTTTAGTGTTATTTTGATTTATTTATGTTTATTAGTTTTGTTTTTTTTTTATTTTTTITTITTTITI
ATGTATTTTTTTTTGTGATTTTTGGTTTTTTGAGGTAGGTTTTTTTTATGTAGTTTTGGTAGTTAG
AGATTTGTTTGTTTAGTTTTAGGAGTGTTGGGGTTAATGGTTTGTGTGGTTATGTTAATTTTTTT
AGTATTTTTGTAGTTTATATTTTTAGAGTTTTTTTTTTATTTATTGTATTAATTATTTTTTTTAGAAG
GGTTTAGTATTAGTGGAGTATTTTAGTATTTATTGTAGTTATTTTTAGGGTTATTTGGTGAATGT
ATTTGGAAGTTTTTTTATGTGGGGTAGTTAGATTTGGATTAATTTAATTTGGAGTAGTTAGATTT
GGATTAATTTAATTTGGAATAATTAGATTTGGATTAATTTAATTTGGAGTAGTTAGGTTTGGATT
GTTTAGTTTTGGAATGGTTAGTTTTGGAATGTTGTTTTGTTTTATAATTTTGGGGAGGATTTTTT
GTAGTTTTATGTATAGTTGTAGTAAAATTTTTTTGTTAGTGATTTGGAGGTGAATTTGGAAGTTA
TTAGGGAAAGTTATGTGTATTTTAGTATTTTATAAGTTTTGGAATTATTTTTGAATTATTTTGTGA
TTTTATTAGGTGAAATATGAGATTTATGTAATATTTGGGTTTAAAGTTAGGGTAAAGTTAGGTTT
TTTTTTTTTTTTAAATATTTTTATATTTTTTTTAAAGATTTATTTATTTATTATATGTAAGTATATTGT
AGTTGTTTTTAGATATTTTAGAAGAGGGTGTTAGATTTTGTTATGTATGGTTGTGAGTTATTATG
TGGTTGTTGGGATTTGAATTTTTGATTTTTGGAAGAGTAGTTGGGTGTTTTTATTTATTGAGTTA
[TTTATTAGTTTTTGGTTTATTTTTTTAATTATTATTTGTTTTTTGTTTATTAAGATAGGGTTTTTTT
GTATAGTTTTAATTGTTTTTGAATTAGTTTTGTAGATTAGTTTGGTTTTGAATTTAGAGATTTGTT
TATTTATTTTTGTTTTTTGAATGTTGGGATTAAAGGTGGTATATTATTATATTTGGTATATATATT
GTTTATTTTTATTTTTATTTTTATTGGTGTTAGAGTAAATTTAGGATTTAGAATATGTTGGGTATT
AATTTAATTTTTGAGTTTTATTTATAATTTGGTGTGTTAGTGTATTTGTTTTAGTTTTGAATTTGTT
TTTTTTTTAGTGTTAATTTTAGGTTTTGGAGATAGTGAGGTGTATATATTTTTTTTTTTTTAAGAA
TAAGTGTTTGAATATTTTTATTTATGTTTATTTATTTATGTTAGTTTTTTTTTTITAGAAGTGTGGGT
TTTGGTATATATTGTGTTATTTTGAGGGGTGAGGTTTAAAAGTATATATAAAGTATAATGATATG
GTGGTTATTTTTGAGGATGAGATAGAAGGATTAGGAGTTTGAGGGTAGTTTAGATATGTAATAA
GTTTAAGGTTAATTTGTATTATGTTTAAATAGTAAGATAGTATTTTGATAAAATAATAAAATTAAA
GTTTTAATAAAATAAAAGTTTTTATTTATTAAGGTGTTTGTTTGTTTTTGGAGTTTTTTAAGAGTA
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ATTGTTATGTTAATATTTGTAGAAAGATGTTTATATTTGATTGTATTATGATGAATTGATGTTAGT
TGGATTAGTTTAAATAAAATAAAATATTAATTTTATTTTTAGTGGTTTTATTTTTTGTTTAGTGGG
GTTAATATATTTTTTATTTTGGTATGTGAAGGGGAGGGTTTTAATTGAGGGTTTAGGAAAATGG
GTTTTTTTTGGTTTAATTGGTTGGGAGGGTTATATTATAATAGTTGGAATGGTTTGGTAATTAGA
GTAGGAGGTTAGTTATTTATAATGTATTTAGTTAAGAATTGGAGAGTAATGAATAAGAAATGAAT
GTTTTAGTGTGGGTATGGGTTTTGAGGAGGTTAGAAGTATTTGATGATTTTTTGGAGATGAAGT
TATGTGAAGTTATTTGATTATTTGATGTGGTAGGTTGTAGGGAAATAAGTTTTAGTTTTTTGGAA
GAATAAATATTTAATTGGG

8.2.3. Sox-2

GAGTTTGTGAGTGTAGTTTAAATGTTATTTTTGTGTTTTGTGGTGGGATGTTAGGAAGTTGTGT
GATTTTTTTTTTATTTTTTGTATTTGGGAGTTTTTTTTTGTTGATGTTTTTGTTTTTAAGGTTTTTT
TTGAAATTGTTATTATTAAAAATTTTTTTGTGTTAGGGTTGGGAGTTAGAAAGAGTGGGAGTAG
AGTTTTAGTTTTGTTTTTGTATTTTTTGGATGGGGTAGGTTGGTGGAGTAGGGAATTAGGGGTT
GAGGATATGTGTTGTGGTTTTTTGAGTTATATTTGAGTTGGTTTAGGAAAAGGTTGGGAATAAG
GTTTGGTTTTAGTTTTGTTTTATAGTTAGTTATATGGGTAGAGGATTTGTGTTTGGGAATTGAGT
TGATGATATGGAAGTTAGGAGGGTGTTGAGGTTTGAGGTTTGGGTTTAATTTTTTGTTTGTATG
GTGAGAAGAGGGGGTGAGTGGGTGTTGGTGATAAGGTTGGAAGAGGGGTTGTGATAGAGTG
TAGTGTTGTGGATGAGTGTAGAAATAATGGTATATTATTTTTGGTTTTGTTAGTTTTTTGAAATA
TTAGTTGGATAGTTGTTTTGAATTATTTATGGGTTTTGTTTTATTTTGGTITTTAGTTTTTTGTGTT
TTATTTATTTTTATGTATTTAAGAGAGAGTTAATATTTTGTAGTATGGGGGAAAGGAGTTGTTGT
TTTGGTGTTGTTTATTTATTTTTTTTGAATAGGTGTGTGTTGTGATTTGTTGTTGAAAATGGGGG
GTGGGGGGGGGGGATATAAAGGTTTTTTAGTGGTTGGTTGTGGGTTTGTTTTTTTTGTGTGGT
TTGGGGTATAGTGTTTTGTTGGGTTTGGTTTGGTGGTGTGGTAGGTTTTGTTTTTTTTTATGTAA
AATTTTTTGGTGAGGTTGGGTTTGGGTGTAGGAGTTGGTGTTTGTTGATTGGTTGTTGGAAATT
TATTTATTTTTTGATAGTTTTTATTATATGGATGGTTGTTTATTAATTTGTTTAAAAAAGTATTAGG
AGTTGTTAAGGTAGAGAAGAGAGTIGTTTGTAAAAAGGGAAAAGTATTTTGTTGTTTTTTTAAGA
TTAGGGTTGGGAGAAAGAAGAGGAGAGAGAAAGAAAGGAGAGAAGTTTGGAGTTTGAGGTTT
AAGTTTTTTTAAAAATTAATTATAATAATTGTGGTGGTTTGAGGAGGAGAGTGTTTGTTTTTTTAT
TTTAATTGTATTTTGTTTGTTTTGAGTTTTGTTTTTTTTTAATTATTTTTTGTTAGATTTTTGTGTA
GGGTTGTGTATGTTGAGGTTTTTGTTTGTGGTTTTTGTATTTTGGTTTTTGAGTGTGGTTTTTAT
AGTTTTGGTTGGGTTGAGGGTTGGTGGTTGTTGGTGGGTTGTGTTTGTTTAGTGTTTGTATGTA
TAATATGATGGAGATGGAGTTGAAGTTGTTGGGTTTGTAGTAAGTTTTGGGGGGTGGTGGTGG
AGGAGGTAATGTTATGGTGGTGGTGATTGGTGGTAATTAGAAGAATAGTTTGGATTGTGTTAA
GAGGTTTATGAATGTTTTTATGGTATGGTTTTGGGGGTAGTGGTGTAAGATGGTTTAGGAGAAT
TTTAAGATGTATAATTTGGAGATTAGTAAGTGTTTGGGTGTGGAGTGGAAATTTTTGTTTGAGA
TTGAGAAGTGGTTGTTTATTGATGAGGTTAAGTGGTTGTGTGTTTTGTATATGAAGGAGTATTT
GGATTATAAATATTGGTTGTGGTGGAAAATTAAGATGTTTATGAAGAAGGATAAGTATATGTTTT
TTGGAGGTTTGTTGGTTTTTGGTGGGAATAGTATGGTGAGTGGGGTTGGGGTGGGTGTTGGT
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TTGGGTGTGGGTGTGAATTAGTGTATGGATAGTTATGTGTATATGAATGGTTGGAGTAATGGT
AGTTATAGTATGATGTAGGAGTAGTTGGGTTATTTGTAGTATTTGGGTTTTAATGTTTATGGTGT
GGTATAGATGTAATTGATGTATTGTTATGATGTTAGTGTTTTGTAGTATAATTTTATGATTAGTTT
GTAGATTTATATGAATGGTTTGTTTATTTATAGTATGTTTTATTTGTAGTAGGGTATTTTTGGTAT
GGTGTTGGGTTTTATGGGTTTTGTGGTTAAGTTTGAGGTTAGTTTTAGTTTTTTTGTGGTTATTT
[TTTTTTTTATTTTAGGGTGTTTTGTTAGGTTGGGGATTTTTGGGATATGATTAGTATGTATTTTT
TTGGTGTTGAGGTGTTGGAGTTTGTTGTGTTTAGTAGATTGTATATGGTTTAGTATTATTAGAGT
GGTTTGGTGTTTGGTATGGTTATTAATGGTATATTGTTTTTGTTGTATATGTGAGGGTTGGATT
GTGAATTGGAGAAGGGGAGAGATTTTTAAAGAGATATAAGGGAATTGGGAGGGGTGTAAAAA
GAGGAGAGTAGGAAAAATTTGATAATGTTTAAAAGGAAAAAAAATTTTTGTAGTGAAATGATAG
TTGTGGAAAAAAATTATTAATTTTATTTAAATTAATGTAAAAATTGTGATGTTGATTAGAAAATTT
TTATGAGAGATTTTGGGATTTTTTTTTGGGGGATTATTTTTGTATAGAGAAAATTTGAGGGTGGT
GGGGAGGGTGGGGGAATTGGATTATGTATAGATTTGGAGGAAAAAAATTATGTAAAATTTTTTT
TTAAAGTTTTAGTGGTATGTTAGGTGTTTTGTAGGGAGTTTGTAAAAGTTTTTATTAGTAATATT
TAGAGTTAGATTTTGGGTGATGAAAAAAAAGTTTTAATATTTGTAAGTAATTTTTGTATAGTATTT
ATTGAGATAAATATGGTAATTAAATGTTTATTGTTTATAAGTTGAGAATTTGTTAATATTTTTTGA
GGAAAGGGTTTTTGTTGGGTTTTGATTTTGTAGTTTAAATTTAGGATTGTTATAAATAAGGAAGG
AGTTTATTTGGATTTGAATATTTTAGTTTTAAAATTGTATAAAAGGAAAATATGAGAGTAAGTATT
GGTAAGATTGTTTTTGTGGTTTTGTTTAAGGTAAATGTTTTAGATTGTATTAAATTTTTAATTTAT
TGTTAAAGGTAAAAAAAAAATGTTTATGTAGGTTGATATTGTTGGTAATTTATAATAGTTTTTGTT
TAATTTTATTTTTTTATTTTGTTTATATAAAAAATATGGAATTATTGTGTTTGAAATATTTTTTTATG
GTTTGTAATATTTTTGTAAATTGTGATATTTTAAGGTTTTTTTTTTTTITTTATTTTTTGTAGTTGTA
TTTTAAAAGATTTGGTTTTGTTATTGGAATTAGGTTGTTGAGAATTTATGTATATATTTGAATTAA
TATTATTTTTATAATAGTTATATTTTTAATTTAAGTTTTTATTTTATTATGTATAGTTTGAGATAAAT
AAATTTTTGAAATATGGATATTGAAATTATGTTTGAGTTTTTTATTTTTTTGTGGTTAGTATGTTT
ATATATAATTTTTTGGGGAATTGGATAATTGTTTAGTTATTAAGATTTTGATGTTATTAGTAATGT
TTGTTAGTTTTAATTGTAGAAGAAAAAAATGGTTGAATGATTAATAATGGGGAATTGAAATGTGT
TGATATTTTTAGAATAGAAATTAGAAGTATATATTGTAAGTTTATTTTTTTTTTTTTTTGAGTAGTG
TGAATAAGTGTGATGTGGGTTTAAGTTTGTTTTAGTATTTGTTGTTAGAATGAGTTAATTTTGAA
AATTTTTGTGTAGTTTAGTAGATGAGATATTGTGTTAAATTAGAATTAGGTTGGTTGGGTTGGTT
TTTATTTTTTTTATAATATAATGGTTTTTTGAAATGTGGTTTATAGGGGAAAATGATGTTTTTTGT
ATTGGAATAATTATAAAGTAGATGTGTTGAGTGTTTTGTGGGGTAGGTGGTTGGGTGATTTTTA
GTTTTGTTTGTTATTGTGTGAGGAAATAAGTGGTTTTTTGT
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8.3. Sequenzierungsergebnis Oct-4, Nanog und Sox-2 forward und

reverse

8.3.1. Oct-4 Abschnitt 1

D3 Oct4-1 reverse (Kontrolle)
CTCCTCAAAAACAAAACCTCAAATAAAAATACCCTACTTCCCTTCCTCCAAAAACTCCAATATTC
ATCCTCATCACCCACCCCTCCCCCATTCCTATACTAACGAAAAAACACTAAAAAAACGGAAATTA
AAAAAAAAAAATACAAAAAACCTACCCTAAACTTCCCTAAAATAATTTTCTAAACCCAATCTAAA
AATCCC

BLC6 Oct4-1 reverse (Kontrolle)
CTCCTCAAAAACAAAACCTCAAATAAAAATACCCTACTTCCCTTCCTCCAAAAACTCCAATATTC
ATCCTCATCACCCACCCCTCCCCCATTCCTATACTGACAAAAAAACACTAAAAAAACAAAATTA
AAAAAAAAAAATACAAAAAACCTACCCTAAACTTCCCTAAAATAATTTTCTAAACCCAATCTAAA
AATCCC

iPS Oct4-1 reverse (Kontrolle)
CTCCTCAAAAACAAAACCTCAAATAAAAATACCCTACTTCCCTTCCTCCAAAAACTCCAATATTC
ATCCTCATCACCCACCCCTCCCCCATTCCTATACTAACAGAAAAACACTAAAAAAACAAAATTA
AAAAAAAAAAATACAAAAAACCTACCCTAAACTTTCCTAAAATAATTTTCTAAACCCAATCTAAA
AATCCC

8.3.2. Oct-4 Abschnitt 2

D3 Oct4-2 reverse

TCACAACATTAAAACAATCAACACAAAACTCAAAAAAAATTCCCTCTAAATTACTTTCCACTCAT
ACTCCTACCTAACCCTCAAACTACAAAATCTCCACACCAACTTAAAAAACTAAACCCAATCCAA
CCTAAAATCCACAATATACCATCCCTCCACAAAACTCATATACAAACAA

BLC6 Oct4-2 reverse

TCACAACATTAAAACAATCAACACAAAACTCAAAAAAGGTTCCCTCTAAATTACTTTCCACTCAT
ACTCCTACCTAACCCTCAAACTACAAAATCTCCACACCAACTTAAAAAACTAAACCCAATCCAA
CCTAAAATCCACAATATACCATCCCTCCACAAAACTCATATACAAACAA

iPS Oct4-2 reverse
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TCACAACATTAAAACAGTCAACACAAAACTCAAAAAAGATTCCTTCTAAATTACTTTCCACTCAT
ACTCCTACCTAACCCTCAAACTACAAAATCTCCACACCAACTTAAAAAACTAAACCCAATCCAA
CCTAAAATCCACAATATACCATCCCTCCACAAAACTEGTATACAAACAA

8.3.3. Nanog

D3 Nanog forward:

ATGAATAAAGTGAAATGAGGTAAAG
TTTTTTTTTGGGGGGGGGGGATGTTTTTAGATTAGAGGATGTTTTTTAAGTTTTTTTTTTTTTCA
GTTTGGGTTATTTTATAGTTTTTTTTGTATTACAATGTTTATGGTGGATTTTGTAGGTGGGATTA

ATTGTGAATTTATAGGGTTGGTGGGGTGTGGGTGTTGTTTGGGTGTTTGGGAGAATAGGGGG
TGGGTAGGGTAGGAGGTTTGAGGGGG
-STOPP-

8.3.4. Sox-2

D3 Sox-2 forward

TTGTAGTATGGGGGAAAGGAGTTGTTGTTTTGGTGTTGTTTATTTATTTTTTTTGAATAGGTGTG
TGTTGTGATTTGTTGTTGAAAATGGGGGGTGGGGGGGGGGATATAAAGGTTTTTTAGTGGTTG

GTTGTGGGTTTGTTTTTTTTGTGTGGTTTGGGGTATAGTGTTTTGTTGGGCTTGGTTTGGTGGT
GTGGTAGGTTTTGTTTTTT
-STOPP-

BLC6 Sox-2 reverse

ARG AT AT AAACAACCATE CATATAATAAAAACTATCAAAAAATAAATAAATTTCCAACAA
CCAATCAACAAACACCAACTCCTACACCAAAACCCAACCTCACCAAAAAATTTTACATAAAAAA
AAACAAAACCTGCCACACCACCAAACCAAACCCAACAAAACACTATACCCCAAACCACATAAA
AAAAACAAGCCCACAACEBBACCACTAAAAAACCTTTGTATCCCCCCCCCCACCCCCCATTTTC
AACAACAAATCACAACACACACCTGTTCAAAAAAAATAAATAAACAACACCAAAACAACAACTC

CTTTCCCCCATACTACGARATATTAACTCTCTCTIAAATAG

iPS Sox-2 reverse

misslungen
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8.4.

8.4.1. Methylierte CG- Sequenzen Oct-4-1

Sequenzierungsergebnis Zusammenfassung

Oct4-1
p 52 | 71 | 103 | 116
D3 + + - -
BLC6 | - - - -
iPS - - - -

Tab. 10: Dargestellt ist der Genabschnitt (p) und die zugehdrige Stelle im Genabschnitt
(52, 71, 103 und 106), welcher ein methyliertes C (vor jedem G) im Originalabschnitt zeigt
im Vergleich zu den Zelllinien und dem ebenfalls vorhanden (+) oder nicht vorhandenen (-

) CG- Abschnitt nach Bisulfitsequenzierung und Methylierung des Genabschnitts Oct-4-1.

8.4.2. Methylierte CG- Sequenzen Oct-4-2
Oct-4-2
p 2 6 12 | 21 78 | 115 | 159 | 163 | 174
D3 - - - - - - - - -
BLC6 - - - - - - - - -
iPS - - + - - - - - -

Tab. 11: Dargestellt ist der Genabschnitt (p) und die zugehdrige Stelle im Genanschnitt
(2,6,12,21,78,115,159,163 und 174), welcher ein methyliertes C (vor jedem G) in
Originalabschnitt zeigt im Vergleich zu den Zelllinien und dem ebenfalls vorhanden (+)

oder nicht vorhandenen (-) CG- Abschnitt nach Bisulfitsequenzierung und Methylierung

des Genabschnitts Oct-4-2.
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8.4.3. Methylierte CG- Sequenzen Sox-2

Sox-2

P 2 | 128

D3 -

BLC6 + +

Tab. 12: Dargestellt ist der Genabschnitt (p) und die zugehdrige Stelle im Genanschnitt (2
und 128), welcher ein methyliertes C (vor jedem G) in Originalabschnitt zeigt im Vergleich
zu den Zelllinien und dem ebenfalls vorhanden (+) oder nicht vorhandenen (-) CG-

Abschnitt nach Bisulfitsequenzierung und Methylierung des Genabschnitts von Sox-2.
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