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Einfuhrung

Wahrend der fruhen Embryonalentwicklung entstehen durch den Prozess der Gastrulation
die drei Keimblatter, das Ektoderm, das Mesoderm und das Endoderm. Ein Subtyp des
Mesoderms, das paraxiale Mesoderm, bildet zu beiden Seiten des Neuralrohres je einen
mesenchymalen Gewebestreifen, dessen anteriorer Abschnitt in epitheliale Somiten
kompartimentiert wird. Die Somiten durchlaufen nach ihrer Entstehung eine innere
Differenzierung und bilden die Vorlduferzellen der Skelettmuskulatur, des Axialskeletts und
der Dermis.

Der Saugerembryo wachst im Schutz des Mutterleibs heran und ist nur mit groBem Aufwand
fur wissenschaftliche Untersuchungen zugénglich. Die Isolierung embryonaler Stammzellen
und das Etablieren von Verfahren zu ihrer Differenzierung in gewlnschte Zellpopulationen
unter kontrollierten Bedingungen ermdglichen die detaillierte Erforschung embryonaler
Vorgénge. Die in vitro Differenzierung ist damit ein hervorragendes Instrument zur
Untersuchung der frlthen Embryonalentwicklung und die Basis fir die Generierung
gewulnschter Gewebetypen.

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Entwicklung paraxialen Mesoderms in vitro zu modellieren
und mit Hilfe dieses Systems neue Gene zu identifizieren, die eine Rolle in der Entstehung
und der Reifung des paraxialen Mesoderms spielen. Die Ergebnisse dieser Studie geben
Auskunft Ober transkriptionelle Vorgange wahrend der Embryonalentwicklung und sind ein
Schritt fur die gezielte Generierung mesodermaler Zellpopulationen, die fir klinische Studien
und die regenerative Medizin verwendet werden kdnnen. Sie liefern darlber hinaus
Erkenntnisse Ober die molekularen Mechanismen epithelial-mesenchymaler Transitionen, die
eine zentrale Rolle in der Entwicklung und der Metastasierung von Tumoren spielen.

Im Folgenden werden zunachst die Eigenschaften von Stammzellen sowie die relevanten
Signalwege fir die Entstehung von Mesoderm im Embryo einfihrend beschrieben.
AuBerdem werden die morphologischen Prozesse der frihen Embryonalentwicklung und die
molekularen Grundlagen ihrer Steuerung erlautert. SchlieBlich werden Grundlagen der

Isolation, Kultur und in vitro Differenzierung embryonaler Stammzellen behandelt.
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Stammzellen in Medizin und Forschung

Stammzellen sind nicht ausdifferenzierte Zellen, die das Potenzial besitzen, sich in
verschiedene Zelltypen zu entwickeln. Sie kénnen sich selbst erneuern, also eine praktisch
unbegrenzte Anzahl von Zellteilungen durchfiihren, bei denen mindestens eine der
Tochterzellen die Eigenschaften der Mutterzelle behalt. Ihr Differenzierungspotenzial
unterscheidet sich je nach Stammzelltyp. Adulte Stammzellen, die beispielsweise sténdig
neue Hautzellen generieren oder das Darmepithel erneuern, kdnnen von Natur aus nur ein
begrenztes Spektrum an Kérperzellen generieren. Embryonale Stammzellen sind dagegen in
der Lage als Vorlauferzellen fir alle Zellen des Kdrpers und der Keimbahnzellen zu dienen
(Smith  2001). Aufgrund dieser sogenannten Pluripotenz eignen sich embryonale
Stammzellen als quasi unerschépfliche Quelle fur die Herstellung klinisch und

wissenschaftlich relevanter Zellpopulationen in gro3em Maf3stab.

Signalwege in der frithen Embryonalentwicklung

Die Gewebemuster im Embryo werden durch die Verteilung und die zeitliche Abfolge
interzellularer Signale gesteuert. Diese Signale regulieren die Zellproliferation, Apoptose und
die Determinierung des Zellschicksals. Fur die Prozesse, die in dieser Arbeit behandelt
werden, sind TGFB-Signale und der kanonische Wnt-Signalweg essentiell und werden im
Folgenden beschrieben (Ang et al. 2004, Tam et al. 2007) Die Differenzierung von
paraxialem Mesoderm wird auBerdem durch FGF-Signale gesteuert (Deng et al. 1994,
Feldman et al. 1995, Goldfarb 1996, Ciruna et al. 1997, Burdsal et al. 1998, Sun et al. 1999,
Ciruna et al. 2001, Thisse et al. 2005). Der Fgf-Signalweg liegt jedoch nicht im Fokus dieser

Arbeit und wird in der Einfihrung nicht behandelt.

TGFB-Signalwege

TGFB-Proteine sind Morphogene, von denen insbesondere BMP-Signale und Nodal eine
Rolle in der Embryonalentwicklung spielen. Sie sind fur die Achsenbildung im Embryo und
die Entwicklung des Mesoderms und Endoderms wichtig. Mausembryonen ohne Nodal- oder
Bmp-Signale bleiben in der Embryonalentwicklung vor dem Erreichen der Gastrulation
stehen und bilden kein Mesoderm und Endoderm aus (Zhou et al. 1993, Conlon et al. 1994,

Winnier et al. 1995, Schier et al. 2000, Yamamoto et al. 2004). Neben den TGFB3-Signalen
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sind ihre Antagonisten entscheidend an der Musterbildung im Embryo beteiligt. Ohne
inhibierende Signale, wie den Bmp-Inhibitoren Noggin und Chordin, kann es zur ektopischen
Ausbildung embryonaler Strukturen wie des Primitivstreifens kommen, deren Ausbildung
durch TGFB-Signale induziert wird (Zimmerman et al. 1996, Perea-Gomez et al. 2001,
Schier 2003, Yamamoto et al. 2004, Petryk et al. 2005). In den hier betrachteten Prozessen
spielen vor allem Signale von Bmp2, Bmp4 und Nodal eine wichtige Rolle.

Die Weiterleitung der TGFB-Signale funktioniert Uber einen enzymgekoppelten Signalweg,
der abhéngig vom Liganden unterschiedliche Rezeptoren und intrazellulare Proteine
einschlie3t. Die Liganden binden zunachst einen membransténdigen Typ-lI-Rezeptor, der
daraufhin einen Typ-lI Rezeptor rekrutiert. Beide Rezeptoren gehéren zur Klasse der Serin-
Threonin-Kinasen. Der Typ-llI-Rezeptor katalysiert die Phosphorylierung des Typ-I-
Rezeptors, dieser phosphoryliert daraufhin das rezeptorregulierte SMAD (R-SMAD) im
Zytoplasma. Das R-SMAD dimerisiert mit SMAD4, dem gemeinsamen co-SMAD aller TGFB3-

Abbildung 1: Schematische Darstel-
Ligand
A o \ lung des TgfB-Signalweges. (A) Bindet
kein Ligand an den Typ-Il-Rezeptor,
extra-zellular - oder wird die Dimerisierung des Typ-|
Typ-Il Rezeptor Typ-I Rezeptor A inra-zelular ~ und  Typ-ll  Rezeptors durch das

@ inhibitorische SMAD7 verhindert, liegen

sowohl  beide  membranstdndigen

- Pl “.ae. Rezeptoren als auch das Rezeptor-
,,"‘ e SMAD (R-SMAD) und SMAD4, das

e & , gemeinsame co-SMAD aller  TgfB-
e * Signale, nicht dimerisiert im Zytoplasma

genomische DNA

vor. Es findet keine Transkription der
abhangigen Gene statt. (B) Bindet der

B Ligand aus der TgfB3-Familie an den
Typ-Il Rezeptor, rekrutiert und phospho-
—_— ryliert dieser einen Typ-lI Rezeptor. Der

Typ-l Rezeptor phosphoryliert seiner-
seits das R-SMAD. Das aktivierte
R-SMAD dimerisiert mit SMAD4. Diese
Bindung kann durch SMAD6 kompetitiv
gehemmt werden. Das Dimer aus
R-SMAD und co-SMAD wird in den
Nukleus transloziert, bindet an die
Promoterregion des DNS und agiert als

Legende genomische DNA Transkriptionsfaktor.
@ Phosphorylierung

|*’ Transkriptionsstart (inaktiv)

[ Transkriptionsstart (aktiv)
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Signalwege. Das SMAD-Heterodimer wird in den Nukleus transloziert, wo es als

Transkriptionsfaktorkomplex wirkt (Abbildung 1).

Der kanonische Wnt-Signalweg

Der kanonische Wnt-Signalweg (Abbildung 2) ist fir die Mesodermbildung im Embryo
essentiell. Fehlt den Embryonen Wni3, hort ihre Entwicklung vor dem Eintritt in die
Gastrulationsphase auf (Liu et al. 1999). Obwohl homozygote Wnt3a-Mutanten einen
Primitivstreifen ausbilden, weisen sie keine caudalen Somiten auf. Wahrend die Entwicklung
ihres anterioren Bereichs normal verlauft, sind diese Embryonen caudal der vorderen
Extremitatenanlagen trunkiert und zeigen keine Derivate des paraxialen Mesoderms (Takada
et al. 1994, Yoshikawa et al. 1997).

Das zentrale zytoplasmatische Protein des kanonischen Signalweges ist B-catenin. In

Abwesenheit passender Wnt-Liganden liegt B-catenin in einem zytoplasmatischen

Abbildung 2: Schematische Darstellung des
kanonischen Wnt-Signalweges. (A) Bindet kein
Ligand an die Wnt-Rezeptoren LRP5, LRP6 und
Frizzled, liegt B-catenin in einem Degradations-
mtrazelluldr— komplex gebunden vor. Hauptkomponenten dieses

Komplexes sind die Gerlstproteine APC und

Frizzled

extra-zellular

"""""" AXIN1 sowie die Proteinkinasen GSK3B und CK1.
Ub|qu|l|n|erung 0 Diese phosphorylieren das gebundene B-catenin,
S K welches darauthin im  Komplex von B-Trc
'." - ubiquitiniert wird. Das markierte Molekl wird dann
i L im Proteasom abgebaut. Ohne B-catenin binden

im Prtoazom :

genomische DNA | FF/TCF  zusammen mit Groucho an die

Promoterregion der DNS und hemmen die

Transkription. Die Bindung des Liganden an den

Rezeptor kann durch DKK1 und SFRP inhibiert

e @@ werden, die die LRP-Rezeptoren (DKK1) oder den

erazeliar  Liganden binden (SFRP). (B) Bindet der Ligand,

bildet sich ein Komplex aus LRP, Frizzled und

DVL, der den Degradationskomplex rekrutiert. Die

Kinasen im Degradationskomplex phosphorylieren

nun LRP. B-catenin wird frei und nicht mehr

phosphoryliert. Es transloziert in den Kern, bindet

statt des co-Repressors Groucho an LEF/TCF-

genomische DNA Proteine und wirkt als co-Aktivator fir die
Transkription.

intra-zellular

Legende
@ Phosphoryiierung I*" Transkriptionsstart (inaktiv)

@ Ubiguitinierung Transkriptionsstart (aktiv)

4 Einfdahrung



Proteindegradationskomplex gebunden vor und wird von GSK3B und CK1 phosphoryliert.
AnschlieBend wird es durch 3-Trcp ubiquitiniert und schlief3lich zum Proteasom transportiert
und dort degradiert. In Abwesenheit von B3-catenin im Nukleus binden Proteine der LEF/TCF-
Familie gemeinsam mit Proteinen aus der Groucho/TLE-Familie sequenzspezifisch an
regulatorische DNS-Regionen ihrer Zielgene und reprimieren deren Transkription (Grigoryan
et al. 2008).

Binden Wnt-Proteine an die membranstédndigen Rezeptoren Frizzled sowie die co-
Rezeptoren LRP5 und LRP6, wird zunachst DVL im Zytoplasma phosphoryliert und aktiviert.
Aktiviertes DVL bindet an den Proteindegradationskomplex und reduziert die Aktivitdt von
GSKB3B. B-catenin wird daraufhin nicht mehr gebunden oder phosphoryliert, akkumuliert im
Zytoplasma und wird in den Nukleus transloziert. Im Nukleus bildet es einen Komplex mit
den LEF/TCF-Proteinen, welcher aktivierend auf die Genexpression wirkt (Grigoryan et al.
2008). Wnt-Signale kénnen durch die Bindung von DKK1 an die co-Rezeptoren LRP5 und -6

inhibiert werden (Glinka et al. 1998, Seménov et al. 2001).

Embryonalentwicklung und Entstehung des Mesoderms

Die Entwicklung eines Embryos aus einer befruchteten Eizelle erfordert den koordinierten
Ablauf von Zellproliferation, morphologischen Verénderungen und Zelldifferenzierung. Es
entstehen unterschiedliche Gewebe, die zur Bildung des Embryos oder zu seiner
Verankerung im mutterlichen Gewebe und seiner Erndhrung beitragen. Insbesondere die
extraembryonalen Gewebe dienen als Quellen interzellularer Signale, die die Musterbildung

im frihen Embryo steuern.

Entwicklung der Blastozyste

Am dritten Tag nach der Befruchtung (E3,0) entsteht aus der kompaktierten Morula eine
flussigkeitsgefiillte Hohlkugel, die Blastozyste (Abbildung 3). Der Hohlraum wird als
Blastozoel bezeichnet und ist vom Trophektoderm, einer epithelialen Zellschicht,
umschlossen. Innerhalb des Blastozoels liegt die innere Zellmasse, die dem Trophoblasten
anhaftet. Der eigentliche Embryo sowie die Keimbahnzellen gehen ausschlieBlich aus den
Zellen der inneren Zellmasse hervor. Die der innere Zellmasse exprimiert Pou5f1 (Oct4),

Nanog, Sox2 und Sall4, die den Stammzellcharakter der Zellen erhalten. Fehlt eines dieser
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Gene, bildet der Embryo keine pluripotenten Gewebe aus (Nichols et al. 1998, Avilion et al.
2003, Chambers et al. 2003, Mitsui et al. 2003, Sakaki-Yumoto et al. 2006, Tam et al. 2007).
Die Zellen des Trophektoderms aktivieren die Transkriptionsfaktoren Tead4, Cdx2 und
Eomes, die die Expression von Pou5f1 und Nanog unterdriicken. Fehlt eines dieser Gene,
sind die Entstehung und der Erhalt des Trophektoderms gestért und die Blastozyste stirbt ab
(Russ et al. 2000, Niwa et al. 2005, Strumpf et al. 2005, Yagi et al. 2007, Nishioka et al.
2008, Rossant et al. 2009). Der Bereich des Trophektoderms, der mit der inneren Zellmasse
in Kontakt steht, bildet eine lokale Verdickung aus. Der der inneren Zellmasse anliegende
Anteil bildet das extraembryonale Ektoderm, dessen Signale die Achsenbildung im Embryo
unterstitzen (Ang et al. 2004, Tam et al. 2007, Rossant et al. 2009).

Wahrend sich die Blastozyste am vierten Entwicklungstag in die Uteruswand einnistet,
separiert sich ein Teil der Zellen aus der inneren Zellmasse und bildet an ihrer Oberflache
das primitive Endoderm (Abbildung 3). Dieses geschlossene Epithel verliert die Expression
der Stammzellmarkergene und bildet extraembryonales Gewebe, dass sich Uber die

gesamte innere Oberflaiche des Blastozoels ausbreitet. Die Zellen, die mit der inneren

A kompaktierte Morula Abbildung 3: Von der kompaktierten Morula bis zur

_______ Implantation. (A) Die spate Morula besteht aus

auBere innere kompaktierten Zellen. Durch eine Zellteilungsebene parallel
Blastomere

zur Oberflache sind innere und &uBere Blastomere
y entstanden. (B) Aus den inneren Blastomeren entsteht bis
s B E3,5 die innere Zellmasse der Blastozyste, aus den duBeren
Blastomeren das Trophektoderm. Das Trophektoderm

Blastomere "“'--...,,f_.

B Blastozyste (E3.5) unterteilt sich in das murale Trophektoderm und das polare
polares ____ Gatag/Grbo-  11ophektoderm, das mit der inneren Zellmasse in
Trophektoderm - exprimierende  Verbindung steht. Einige Zellen der inneren Zellmasse
Zellen exprimieren Gata6 sowie Grb2 (illustriert durch griine

Blastozoel ————— Nanog- Zellkerne) statt des Stammzellfaktors Nanog (blaue
exprimierende  Zellkerne). Diese Zellen bilden ein Epithel an der Oberflache

murales / der inneren Zellmasse (Chazaud et al. 2006a). (C) Gatab
Trophektoderm und Grb2-exprimierende Zellen sind in der spaten
Blastozyste an die Oberfliche der inneren Zellmasse

c Blastozyste (E4,5) gewandert und werden zum primitiven Endoderm. Zellen
des primitiven Endoderms verbreiten sich Cber die innere

e . Epiblast- Oberfldche des Trophektoderms und kleiden schlieBlich das

2 { é’ﬁé‘f&i’fg Zellen gesamte Blastozoel aus (Pfeile). Primitive Endodermzellen,

E die in Kontakt mit der inneren Zellmasse stehen, bilden das

8| viscerale Endoderm und geben wichitge Signale fir die

E IE:{;’S&Z’?; Entwicklung des Eiztylinders. Liegen die Zellen dem
S muralen Trophektoderm an, bilden sie parietales Endoderm.
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Zellmasse in Kontakt bleiben, bilden das viscerale Endoderm, das als wichtige Signalquelle
fir die weitere Entwicklung und Musterbildung im Embryo dient (Ang et al. 2004, Ben-Haim
et al. 2006, Pfister et al. 2007, Tam et al. 2007). Die Zellen der inneren Zellmasse bilden
schlieBlich das primitive Ektoderm das in der spateren Entwicklung auch als Epiblast
bezeichnet wird. Es bildet kurz nach der Implantation ein Epithel aus, das mit seiner
Basallamina dem visceralen Endoderm anliegt (Hogan et al. 1994). Allein aus den Zellen des
Epiblasten gehen die drei embryonalen Keimblatter sowie die Keimbahnzellen hervor.

An E5,5 sind mit dem Trophektoderm, dem primitiven Endoderm und dem Epiblasten drei
embryonale Gewebe entstanden, die vollkommen voneinander abgegrenzte
Entwicklungslinien darstellen (Gardner 1985, Beddington et al. 1989, Rossant et al. 2003).
Die extraembryonalen Gewebe dienen dem Schutz und der Erndhrung des sich
entwickelnden Embryos. Zwischen allen Geweben findet ein Signalaustausch statt, der fir
das korrekte Wachstum und fir die Musterbildung im Embryo notwendig ist. Entfernt man
eines dieser Gewebe oder Teile davon oder verpflanzt es an eine andere Stelle, flihrt das zu
Veranderungen in der Genexpression und im Wachstum angrenzender Gewebe und
schlieBlich zu Aberrationen im Embryo (Hogan et al. 1994, Beddington et al. 1998, Ang et al.
2004, Rossant et al. 2004, Ben-Haim et al. 2006, Pfister et al. 2007, Tam et al. 2007,
Rossant et al. 2009).

Entwicklung des Eizylinders

Vor dem Einsetzen der Gastrulation, zwischen E5.0 und E5.5, entwickelt sich die Blastozyste
zum Eizylinder (Abbildung 4). Das extraembryonale Ektoderm und der Epiblast strecken sich
gemeinsam mit dem anliegenden visceralen Endoderm in das Blastozoel hinein und
verdrangen dieses fast vollstdndig. Im Inneren des Epiblasten entsteht wéhrend dessen
durch apoptotische Aktivitat die proamniotische Héhle (Coucouvanis et al. 1995), sodass der
Epiblast eine becherférmige Struktur ausbildet, die mit inrer Offnung dem extraembryonalen
Ektoderm anliegt. Der Eizylinder weist eine proximo-distale Achse auf, wobei das
extraembryonale Ektoderm am proximalen Pol liegt. Nach der Streckung des Eizylinders
bilden die Zellen des distalen visceralen Endoderms (DVE) eine erkennbare Verdickung aus,

die Uber eine Seite des Epiblasten bis zu seiner proximalen Grenze wandert (Abbildung 4B).
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Abbildung 4: Entwicklung und Genexpression im Eizylinder vor der Gastrulation. Das murale Trophektoderm und das
parietale Endoderm sind nicht abgebildet, der ektoplazentale Konus ist in grau angedeutet. Die zukiinftig anteriore Seite des
Embryos liegt links. (A) Streckung des Eizylinders im frihen Entwicklungsstadium. Die innere Zellmasse hat sich zum
Epiblasten mit der proamniotischen Hohle ausgebildet und streckt sich gemeinsam mit dem aufliegenden visceralen Endoderm
(Pfeil). Das viscerale Endoderm Uberdeckt auch das extraembryonale Ektoderm und teilt sich somit in einen embryonalen und
einen extraembryonalen Bereich auf. (B) Genexpression im gestreckten Eizylinder. Die Gewebe des Eizylinders exprimieren
charakteristische Molekiile (farbkodierte Boxen). Das distale extraembryonale Ektoderm exprimiert unter anderem T, Bmp4,
Furin und Pcské. Das embryonale viscerale Endoderm ist weiter regionalisiert. Dkk1 ist im visceralen Endoderm in einem distal
liegenden Streifen exprimiert. Das distale viscerale Endoderm (DVE) bildet eine Verdickung aus (gelb), die charakteristische
Gene exprimiert und an die zukiinftige anteriore Seite des Embryos wandert (Pfeil). (C) Der Eizylinder kurz vor dem Einsetzen
der Gastrulation. Die Zellen des DVE sind verlagert und markieren als anteriores viscerales Endoderm (AVE) die anteriore Seite
des Embryos und sekretiert Signale, die antagonistisch auf Tgf3- und Wnt-Signale wirken. Die Expression der wichtigen
Signalmolekiile ist in farbkodierten Boxen den embryonalen Regionen zugeordnet. Wnt3 wird auf der Seite exprimiert, die dem
AVE gegendber liegt und zeigt das posteriore Ende des Embryos an. Die T-Expression verlagert sich zu diesem Zeitpunkt aus
dem extraembryonalen Ektoderm in die Region der Wnt3-Expression im Epiblasten, wo sich der Primitivstreifen bildet.

Diese Zellen markieren das zukinftige anteriore Ende des Embryos und werden als
anteriores viscerales Endoderm (AVE) bezeichnet, dessen Signale die antero-posteriore
Achse des Epiblasten festlegen (Abbildung 4C).

Die Zellen des Epiblasten exprimieren Nodal, das die Bmp-Expression im extraembryonalen
Ektoderm induziert sowie das dem Epiblasten anliegende viscerale Endoderm zu
embryonalem visceralen Endoderm spezifiziert (Brennan et al. 2001, Ben-Haim et al. 2006,
Mesnard et al. 2006, Tam et al. 2007). Die proximo-distale Achse im Eizylinder manifestiert
sich auf molekularer Ebene durch das Bmp-Signal aus dem extraembryonalen Ektoderm,
das nach distal schwécher wird, sowie der Expression von Wnt3 und einem verstarkten
Nodal-Signal im proximalen Eizylinder (Abbildung 5) (Ang et al. 2004, Rivera-Perez et al.
2005, Soares et al. 2005, Ben-Haim et al. 2006, Chazaud et al. 2006b, Tam et al. 2007,
Rossant et al. 2009). Am distalen Ende des Eizylinders, in ausreichender Distanz zu

inhibierenden Bmp- und Wnt-Signalen (Donnison et al. 2005, Rodriguez et al. 2005,
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Chazaud et al. 2006b, Richardson et al. 2006), spezifiziert Nodal die Zellen des DVE
(Brennan et al. 2001, Mesnard et al. 2006). Diese Zellen exprimieren Antagonisten gegen
Wnt- und TGFRB-Signale, die den proximo-distalen Signalgradienten im Epiblasten
verstarken. Die Expression von Wnt3 und T (Brachyury) am proximalen Eizylinder wird durch
die anteriore Positionierung des DVE/AVE (Yamamoto et al. 2004) sowie Dkkl1-
exprimierender Zellen (Kimura et al. 2000, Perea-Gomez et al. 2001, Kimura-Yoshida et al.
2005) auf die =zuklnftig posteriore Seite des Embryos beschrankt und zeigt den
Entstehungsort des Primitivstreifens an (Liu et al. 1999, Kimura et al. 2000, Perea-Gomez et

al. 2001, Rivera-Perez et al. 2005, Ben-Haim et al. 2006).
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Abbildung 5: Molekulare Grundlagen der Achsenbildung. Im Epiblasten wird Nodal-Proprotein synthetisiert, das im
extraembryonalen Ektoderm die Expression der Proteinkonvertasen Furin und PCSK6 induziert. Diese spalten das Proprotein
und verstérken so die Aktivitat des Nodal-Proteins im proximalen Eizylinder. Durch die regionale beschrénkte Verstérkung
entsteht einen proximo-distaler Nodal-Signalgradient im Epiblasten. Das prozessierte Nodal-Signal aktiviert die Expression
seines co-Rezeptors Cripto. Das Nodal-Signal im Epiblasten inhibiert Hnf4, Gata4, Ttrund Furin und verstérkt die Expression
von Lhx1, Fgf5, Fgi8, Bmp2, Otx2 und Foxa2 im anliegenden visceralen Endoderm, sodass das extraembryonale und das
embryonale viscerale Endoderm schlieBlich unterschiedliche Gene exprimieren. Das Nodal-Proprotein regt dartiber hinaus die
Expression von BMP4 im extraembryonalen Ektoderm (ex. Ektoderm) an. Das Bmp4-Signal aus dem extraembryonalen
Ektoderm erzeugt ebenfalls einen proximo-distalen Gradienten Eizylinder der die Expression DVE-spezifischer Gene inhibiert.
Nur am distalen Pol des gestreckten Eizylinders ist das Bmp4-Signal schwach genug, dass das prozessierte Nodal
gemeinsam mit seinen co-Faktoren Cripto und GDF3 diese Gene aktivieren kann. Die DVE-spezifischen Gene erzeugen
antagonistische Signale gegen BMP4 und Nodal und verstarken so den Signalgradienten im Epiblasten. Die Signale am
proximalen Eizylinder flihren zur regionalen Expression von Wnt3und T. Die Signale der DVE- und AVE-Zellen beschranken
die Wirkung der TGFB3- und Wnt-Signale auf das gegentiber liegende Ende des Eizylinders und legen zunéchst proximo-
distale und schlieBlich die antero-posteriore Achse des Embryos fest (Ang et al. 2004, Tam et al. 2007).
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Die Festlegung des anterioren und des posterioren Pols des zukinftigen Embryos im
becherférmigen Epiblasten durch die Spezifizierung und Verschiebung des DVE/AVE ist eine
Voraussetzung fur die korrekte Positionierung des Primitivstreifens vor dem Einsetzen der
Gastrulation. Die T-exprimierenden Zellen des Epiblasten beginnen schlieBlich mit der
Ausbildung des Primitivstreifens und leiten damit die Gastrulation ein (Pfister et al. 2007,

Tam et al. 2007, Rossant et al. 2009).

Gastrulation

Nach der Festlegung der antero-posterioren Achse des Embryos setzt um E6.5 die
Gastrulation ein (Abbildung 6). Zunachst verschieben sich Zellen aus dem proximalen
Epiblasten an das posteriore Ende des Embryos und bilden dort durch konvergente
Extensionsbewegungen den Primitivstreifen. Die Zellen im Primitivstreifen 16sen sich aus
dem epithelialen Verband und verlassen den Epiblasten an seiner dem visceralen Endoderm
zugewandten Seite, der ventralen Seite des Embryos. Der Primitivstreifen streckt sich
zunehmend aus, bis er an E7,5 das distale Ende des Epiblasten erreicht. An seinem
anterioren Ende bildet sich wahrend der Ausstreckung der Primitivknoten heraus, der eine
wichtige Funktion als Gastrula-Organisator annimmt (Tam et al. 1992, Hogan et al. 1994,
Tam et al. 1997a, b, Robb et al. 2004).

Die Zellen, die den Epiblasten durch den Primitivstreifen verlassen, bilden das
extraembryonale und das embryonale Mesoderm sowie das definitive Endoderm des
Embryos. Die Zellen, die unter starkem Einfluss der Signale aus dem AVE stehen, bleiben im
Epiblasten zurlck. Sie ersetzen im Epiblasten die auswandernden Mesodermzellen und
bilden das Neuroektoderm sowie die Vorlduferzellen des Oberflachenektoderms (Lawson et
al. 1991, Lawson et al. 1992, Lawson et al. 1994, Parameswaran et al. 1995, Kinder et al.

1999, Lawson 1999, Kinder et al. 2000, Kinder et al. 2001a, b, Tam et al. 2004).

Epithelial-Mesenchymale Transition im Primitivstreifen

Die Zellen des Epiblasten bilden ein mehrreihiges Epithel (Jackson et al. 1981, Hogan et al.
1994). Epithelzellen haben eine apikobasale Achse und liegen einer Basalmembran auf, die

sie von angrenzenden Geweben separiert. Epithelien bilden demnach Oberflachen zu
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des gastrulierenden Embryos. Das viscerale Endoderm, der Dottersack und der
ektoplazentale Konus sind nicht abgebildet. Das entstehende Mesoderm Uberdeckt den Epiblasten und wird aus Grlinden der
Ubersichtlichkeit separiert dargestellt und die Ausbreitungsgrenze des Mesoderms (iber den Epiblasten durch die weiBe
gestrichelte Linie angezeigt. Die Ausbreitungsrichtung der Mesodermzellen ist durch schwarze Pfeile dargestellt. Die weien
Pfeile zeigen die Wanderung der Epiblastzellen zum Primitivstreifen an. Die gelben Pfeile zeigen die Wanderwege der im
Epiblasten verbleibenden Ektodermzellen an. Die Lage der Vorlauferzellen im Epiblasten und die korrespondierenden Gewebe
im Mesoderm sind farbkodiert dargestellt. Zellen aus den blau dargestellten Bereichen verbleiben im Epiblasten. (A) Frihe
Phase. Der Primitivstreifen hat sich am posterioren Ende des Embryos gebildet und streckt sich zum distalen Pol aus
(gestrichelter Pfeil). An seinem anterioren Ende bildet sich der friihe Gastrulaorganisator (FGO), eine Vorlduferstruktur des
Primitivknotens. Die Vorlauferzellen von Mesoderm und Endoderm liegen im proximalen und lateralen Epiblasten. In das
nascente Mesoderm sind in diesem frihen Stadium h&matopoetische Zellen eingewandert. Am distalen Ende des
Primitivstreifens beginnen Vorlduferzellen des Kopf- und Herzmesoderms einzuwandern. (B) Spéter Primitivstreifen. Das
Mesoderm hat den Epiblasten fast vollstdndig umschlossen. Der Primitivstreifen erstreckt sich bis zum distalen Pol des
Embryos. An seinem anterioren Ende hat sich der Primitivknoten ausgebildet. Das Kopf- und Herzmesoderm kommt im
anterioren Bereich des Embryos zum Liegen. Im Epiblasten sind die Vorlduferzellen des Mesendoderms weiter zum
Primitivstreifen gewandert und werden durch nachwandernde primitive Ektodermzellen ersetzt (gelbe Pfeile). Am caudalen
Primitivstreifen wandern die Zellen der Allantois und des Dottersacks in das nascente Mesoderm, weiter anterior das laterale
Mesoderm und das paraxiale Mesoderm. Im Node-Bereich liegt das prospektive Endoderm, dessen Zellen spater in das
viscerale Endoderm interkalieren. Das axiale Mesoderm ist nicht dargestellt. nach: Murry et al. 2008, Kinder et al. 2001a
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inneren Lumen (z.B. in BlutgefaBen, Drisen, proamniotische Hoéhle) oder dem &ufBeren
Bereich des Korpers aus und kdnnen als Barrieren oder der Absorption dienen. Die Zellen
stehen Uber adherens junctions, Desmosomen, tight junctions und gap junctions in engem
Kontakt mit einander und haben in erster Linie Zytokeratine als Intermediarfilamente.
Mesenchymzellen dagegen zeigen keine Polaritat, liegen keiner Basalmembran auf und
stehen nicht in engem Kontakt mit einander. Sie sind in eine extrazellulare Matrix eingebettet
und besitzen die Fahigkeit zu migrieren. Als Intermediarfilamente kommen Vimentin und
Desmin vor (Hay 2005, Thiery et al. 2009).

Im Primitivstreifen verlieren die Epiblastzellen ihre epithelialen Eigenschaften und nehmen
mesenchymale Merkmale an. Sie bekommen migratorische Eigenschaften und
durchbrechen die Basalmembran um sich aus dem Gewebeverband zu l6sen (Hay 2005,
Thiery et al. 2009). Im Primitivstreifen exprimieren die Zellen Snai1 und Fam48a die der
Inhibition der Transkription von Cdh1 sowie zum Abbau des Adh&sionsproteins e-cadherin,
das durch Cdh1 kodiert wird, dienen. Snaii-defiziente Zellen verbleiben dagegen im
Primitivstreifen und differenzieren dort weiter (Batlle et al. 2000, Cano et al. 2000, Carver et
al. 2001, Zohn et al. 2006). Epithelial-Mesenchymale Transitionen (EMT) kommen in der
Embryonalentwicklung haufig vor und sind ein wichtiges Instrument der Gewebebildung. In
adulten Geweben, beispielsweise bei der Wundheilung, laufen ebenfalls EMT-Programme
ab, die den Vorgangen im Embryo stark &hneln. AuBBerdem spielen sie eine wichtige Rolle
bei Krankheiten wie Fibrosen und der Metastasierung von Tumoren (Thiery et al. 2009). Die
EMT ist ein mehrstufiger Prozess. Neben dem Aufbrechen der Zellverbindungen ist es
beispielsweise fur die Zellen notwendig, migratorische Eigenschaften anzunehmen (Shook et
al. 2003). Neben der Wirkung von Snai1 und Fam48a sind vermutlich weitere Gene wichtig
fur den Ablauf der EMT. Die Untersuchung embryonaler EMT am Primitivstreifen kann

Aufschluss Uber derartige Vorgange geben.

Festlegung des Zellschicksals im Primitivstreifen

Die Bildung des Primitivstreifens kann in das frihe, das mittlere und das spéate Stadium
eingeteilt werden. Die Stadien sind durch die zunehmende Ausstreckung des

Primitivstreifens gekennzeichnet. Das Schicksal der gastrulierenden Zellen héngt davon ab,

12 Einfdahrung



welchen Bereich des Primitivstreifens sie entlang seiner antero-posterioren Achse
durchwandern und zu welchem Zeitpunkt der Gastrulation dies geschieht (Abbildung 6)
(Lawson et al. 1991, Kinder et al. 1999, Kinder et al. 2001a). Zunachst verschieben sich die
Zellen des proximalen Epiblasten an das caudale Ende des Embryos und migrieren dort
durch den Primitivstreifen. Sie wandern Uber den proximalen Rand des Epiblasten hinaus
und bilden das extraembryonale Mesoderm, hamatopoetische Zellen und die
Keimbahnzellen. Zellen, die weiter anterior durch den Primitivstreifen wandern, bilden das
embryonale Mesoderm. Sie verteilen sich zwischen dem becherférmigen Epiblasten und
dem visceralen Endoderm und bilden eine geschlossene Zellschicht. Bei mittlerer
Ausstreckung des Primitivstreifens durchwandern Zellen seinen anterioren Abschnitt, die im
anterioren Bereich des Embryos das Herzmesoderm und das craniale Mesoderm bilden. Im
Laufe der weiteren Ausdehnung des Primitivstreifens werden an seinem anterioren Ende die
Zellen des distalen Epiblasten rekrutiert. In proximo-distaler Abfolge entstehen aus ihnen
zundchst das Seitenplattenmesoderm und das paraxiale Mesoderm. Aus dem distalen
Abschnitt des komplett ausgestreckten Primitivstreifens durchwandern ihn die Zellen des
axialen Mesoderms und des definitiven Endoderms (Lawson et al. 1991, Parameswaran et
al. 1995, Tam et al. 1997a, b, Kinder et al. 1999, Kinder et al. 2001a, Tam et al. 2004, Tam
et al. 2007). Die Zellen des definitiven Endoderms interkalieren zwischen die Zellen des
visceralen Endoderms und verdrangen es (Tam et al. 1992, Hogan et al. 1994, Tam et al.

1997a).

Primitivknoten

Sobald sich der Primitivstreifen etwa zur Halfte ausgestreckt hat, wird an seinem anterioren
Ende der Primitivknoten erkennbar. Diese morphologisch distinkte Struktur ist in der Lage,
ektopisch embryonale Achsen zu induzieren. Sie besitzt die Eigenschaften eines Gastrula-
Organisators im Sinne von Spemann und Mangold (Spemann et al. 1924, Gardner 1985)
und ist mit der dorsalen Lippe der Amphibien-Gastrula und dem Hensen'schen Knoten der
Végel vergleichbar. Zellen mit Organisator-Eigenschaften lassen sich in der Maus bereits im
posterioren Epiblasten des frilhen Primitivstreifenstadiums als frilher Gastrulaorganisator

nachweisen (Abbildung 6) und bleiben im anterioren Ende des Primitivstreifens und seinen
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anterioren Derivaten prasent. Sie sind ein wichtiger Signalgeber fir die Musterbildung im

Embryo (Hogan et al. 1994, Tam et al. 1997a, Tam et al. 2004, Rossant et al. 2009).

Schwanzknospe und Achsenverldngerung

Nachdem sich der Primitivstreifen bis zum distalen Pol des Eizylinders ausgestreckt hat und
die anterioren Strukturen angelegt sind, beginnt im Embryo die Achsenverlangerung. Der
Primitivstreifen zieht sich ab E7,5 mit dem Primitivknoten an das posteriore Ende des
Embryos in eine Endknospe, den tail bud, zurlick. Diese Sprossungszone ist die einzige
Quelle aller Zellen fur die nun entstehenden posterioren Gewebe und behélt Organisator-
Eigenschaften (Griffith et al. 1992, Robb et al. 2004). Die embryonale Achse wird an ihrem
caudalen Ende verlangert und es entstehen ebenfalls Ektoderm, Mesoderm und Endoderm.
Diese Phase der Embryonalentwicklung kann als sekundéare Kérperentwicklung der priméaren
Kérperentwicklung bis E7,5 gegenlibergestellt werden (Griffith et al. 1992, Cambray et al.
2002).

Entwicklung des paraxialen Mesoderms

Das paraxiale Mesoderm ist in zwei Gewebestreifen zu beiden Seiten des Neuralrohres
angeordnet (Abbildung 7). Es erstreckt sich vom caudalen Ende des Embryos bis zum
otischen Vesikel. Vor dem Einsetzen der Achsenverlangerung entsteht es am distalen
Primitivstreifen, caudal des Primitivknotens. Wahrend der Achsenverlangerung rekrutiert es
Zellen aus dem tail bud (Tam et al. 1982, Griffith et al. 1992, Christ et al. 1995, Christ et al.
1998). Das junge paraxiale Mesoderm liegt als durchgehender mesenchymaler
Gewebestrang vor. Am cranialen Ende dieses unsegmentierten Gewebes trennen sich
epithelialisierte Gewebeportionen ab, die als Somiten bezeichnet werden. Das anteriore
paraxiale Mesoderm weist daher eine charakteristische metamere Segmentierung auf, die
die Segmentierung des Vertebratenkdrpers widerspiegelt. Die sich ausbildenden Somiten
sind transiente Strukturen, die kurz nach ihrer Entstehung eine innere Differenzierung
durchlaufen und sich dann auflésen. Zellen, die nahe des Notochords liegen, bilden das
Sklerotom, aus dessen Zellen das Achsenskelett entsteht. Die restlichen Zellen bilden das

Dermomyotom, aus dem die gestreifte Muskulatur und die Haut des Rilckens hervorgehen
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(Tam et al. 1982, Christ et al. 1998).

Von der Entstehung des prasomitischen Mesoderms aus der Schwanzknospe bis zu seiner
morphologisch erkennbaren Segmentierung an seinem anterioren Ende, 1auft in den Zellen
ein molekulares Programm ab, das das Einsetzen der Epithelialisierung und so die
Positionierung der Somitengrenzen steuert. Dieses Programm beruht auf einem Wnt-
Signalgradienten, der vom tail bud nach anterior abnimmt. Das Wnt-Signal flhrt zur
Akkumulation von AXIN2 im Zytoplasma und schlieBlich zur Inhibition des Wnt-Signalweges.

Ohne Wnt-Signal wird Axin2 nicht weiter exprimiert, sodass seine Konzentration im

Abbildung 7: Paraxiales Mesoderm. Das Bild
zeigt einen Embryo im Theiler-Stadium 14
(E9,5) mit in situ Hybridisierung gegen T, das
im fail bud (weiBe Pfeilspitze), dem
unsegmentierten paraxialen Mesoderm (Linie
mit BemaBungsenden) und im axialen
Mesoderm zu erkennen ist. Das somitische
paraxiale Mesoderm ist als segmentierte
Struktur dorsal im Embryo zu erkennen. Der
schwarze Pfeil zeigt das otische Vesikel an, bis
wohin sich das paraxiale Mesoderm erstreckt.
Die Sterne zeigen die Positionen der jiingsten
Somiten.  (aus:  MAMEP  Datenbank,
http://mamep.molgen.mpg.de)

Zytoplasma wieder sinkt. Fallt sie unter eine kritische Grenze, wird die Inhibition des Wnt-
Signals unterbrochen was erneut in der Expression von Axin2 resultiert. Durch den negativen
Rickkopplungsmechanismus  unterliegt die Weiterleitung des Wnt-Signals einer
oszillierenden Inhibition. Gleichzeitig fOhrt dies, antizyklisch zur Aktivitdt des Wnt-
Signalweges, zur periodischen Aktivierung des Notch-Signalweges. Je langer die Zellen im
prasomitischen Mesoderm verbleiben, desto geringer wird die WNT3a-Konzentration im
extrazelluldren Bereich. Fallt die Wnt-Signalstarke unter eine kritische Grenze, wird kein
neuer Zyklus ausgelést und Notch bleibt aktiv. Posterior dieser Zellen wird eine

Somitengrenze zu den noch oszillierenden Zellen eingezogen (Aulehla et al. 2003).
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Genexpression und Zelldifferenzierung

Die Differenzierung von Zellen kann als ein Prozess betrachtet werden, bei dem in zeitlicher
Abfolge bestimmte Gene aktiv sind. Jeder Zustand der Zelle im Verlauf der Differenzierung
lasst dabei unter natlrlichen Umstanden nur bestimmte Folgezustdande zu. Welche
Differenzierungsrichtung eingeschlagen wird, hangt von den auf die Zelle wirkenden
Signalen ab. Eine ausdifferenzierte Zelle hat schlieBlich einen charakteristischen Satz aktiver
Gene um ihre zelltypspezifischen Aufgaben zu erfillen. Die Regulation der Genaktivitat in
der Zelle erfolgt durch verschiedene Prozesse. Die Transkription kann durch Verédnderungen
der Zugéanglichkeit des Chromatins reguliert werden. Die Methylierung der DNS sowie die
Acetylierung und Deacetylierung der Histone beeinflussen die Aktivitat der DNS-Abschnitte.
Transkriptionsfaktoren kénnen allein oder im Zusammenspiel mit anderen Proteinen die
Bindung der RNS-Polymerase beginstigen oder blockieren. lhre Aktivitdt kann Uber ihre
Synthese und Kernlokalisierung sowie durch die Bindung von co-Faktoren oder durch
posttranslationelle Prozesse wie Phosphorylierung und Spaltung des Proteins reguliert sein.
Einige Transkriptionsfaktoren sind charakteristisch und essentiell fir die Entstehung
bestimmter Zelltypen im Embryo. Fir die Entwicklung von paraxialem Mesoderm sind die
Transkriptionsfaktoren T, Msgn1 und Tbx6 essentiell (Wilkinson et al. 1990, Chapman et al.
1998, Yoon et al. 2000a, b, Wittler et al. 2007).

T (Brachyury)

Der Transkriptionsfaktor T (Brachyury) aus der Familie der T-Box-Gene hat eine zentrale
Funktion fir die Mesodermbildung im Embryo. Etwa einen Tag vor Beginn der Gastrulation
ist T im distalen extraembryonalen Ektoderm aktiv (Abbildung 8). Kurz vor dem Einsetzen
der Gastrulation an E6,5 kann das Transkript nur noch im Bereich des sich bildenden
Primitivstreifens nachgewiesen werden. T ist Uber die gesamte Lédnge des Primitivstreifens
und im Primitivknoten stark exprimiert. Zusatzlich ist es im gesamten axialen Mesoderm
aktiv. Wahrend der Achsenverldangerung bleibt das Transkript im tail bud und im
prasomitischen Mesoderm nachweisbar (Wilkinson et al. 1990). In homozygoten Mutanten
sind die Bildung des Mesoderms und die Migration der Zellen aus dem Primitivstreifen

gestort. Die Embryonen entwickeln kein Notochord, zeigen eine fehlerhafte Ausbildung der
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Abbildung 8: Expression von Brachyury
wahrend der friihen Embryogenese. Vor dem
Einsetzen der Gastrulation an E6,0 ist T im ge-
samten distalen Bereich des extraembryonalen
Ektoderms (exE) exprimiert. Die Expression
verlagert sich nach posterior und in den Epi-
blasten. T ist schlieBlich am Entstehungsort des
Primitivstreifens (PS) exprimiert. Die gestrichelte
weiBe Linie zeigt die Grenze zwischen Epiblast
und exE an. Nach 8,5 Tagen lasst sich das
Transkript im  Primitivstreifen, Primitivknoten,
Epiblast 4 jungen Mesoderm und im axialen Mesoderm
(Pfeil) nachweisen. (Fotos E6,0 und E6,5: (Rivera-
Perez et al. 2005), E8,5 MAMEP Datenbank,
http://mamep.molgen.mpg.de).

Allantois sowie der Somiten und zeigen eine gestdrte Entwicklung des Rumpfes. Sie sterben
kurz nach der Gastrulation. Ist nur ein Allel mutiert, resultiert das in einem verkirzten und
geknickten Schwanz und teilweise in Missbildungen im Beckenbereich adulter Tiere
(Yanagisawa et al. 1981, Rivera-Perez et al. 2005). Die Expression von T kann in der Maus
durch Bmp-, Wnt- und Nodal-Signale induziert werden (Wilson et al. 1993, Arnold et al. 2000,
Ben-Haim et al. 2006, Suzuki et al. 2006).

Msgn1

Msgn1 gehoért zu den bHLH-Transkriptionsfaktoren und ist zwischen Amphibien und Plazen-
tatieren gut konserviert (Yoon et al. 2000b). Seine Expression (Abbildung 9) ist in der Maus
mit Hilfe von in situ Hybridisierungen bis zum Einsetzen der Gastrulation nicht detektierbar.
Nach der Bildung des Primitivstreifens wird Msgn1 im nascenten Mesoderm aktiviert, sobald
dieses den Primitivstreifen verlasst. Die Boten-RNS ist wahrend der Gastrulation entlang des
gesamten Primitivstreifens zu sehen, jedoch nicht im Primitivstreifen selbst oder im
definitiven Endoderm oder im Ektoderm. Wéahrend der Achsenverlangerung ist es im tail bud

exprimiert und bleibt nur im prédsomitischen Mesoderm aktiv. Im segmentierten paraxialen
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Abbildung 9: Expression von Msgn1 wéahrend
der friilhen Embryogenese. (A,B) E7,5: Mit dem

,".'Q \ Einsetzen der Gastrulation ist Msgn? beidseitig
entlang des Primitivstreifens erkennbar, jedoch nicht

: 5 im Primitivstreifen selbst (A: von posterior, B: laterale
. / Ansicht, anterior liegt links). (C) E9,5: Die
Expression erstreckt sich vom tail bud (ber das
prasomitische Mesoderm, ist jedoch nicht in den
« Somiten vorhanden. (E,F) E9,5: Die Expressionen

von Msgn1 (rot) schlieBt sich mit der Expression der
Marker fir den entstehenden Somiten Mesp1 (E)

sowie dem Somitenmarker Tcf15 (F, beide blau) aus
(modifiziert nach [Yoon et al. 2000b])

Mesoderm ist Msgn1 nicht mehr aktiv. Seine Expression schlie3t sich mit den frihen Somi-
tenmarkern Mesp1 und Mesp2 sowie Tcf15 aus. Es kann auch, sobald nach 14,5 Tagen
Embryonalentwicklung kein paraxiales Mesoderm mehr gebildet wird, nicht mehr nach-
gewiesen werden (Yoon et al. 2000a). Null-Mutanten von Msgn1 bilden caudal der vorderen

Extremitatenanlage kein paraxiales Mesoderm aus und sterben ab (Yoon et al. 2000b).

Untersuchung der Embryonalentwicklung in vitro

Der Embryo nistet sich bei Plazentatieren bereits im Blastozystenstadium in die Uteruswand
ein, sodass die Isolation ausreichender Zellmengen fir molekularbiologische Unter-
suchungen einen erheblichem Aufwand erfordert. Es ist daher erstrebenswert, flr die
detaillierte Untersuchung der friihen Embryonalentwicklung von Saugetieren in vitro Modelle
zu etablieren. Embryonale Stammzellen kdnnen routinemaBig in groBen Mengen produziert
werden und haben eine groBe Ahnlichkeit mit den Zellen der inneren Zellmasse. Sie sind in
der Lage, alle Gewebe des Embryos zu generieren und lassen sich mit relativ geringem
Aufwand genetisch manipulieren. Die Kulturbedingungen kdnnen im Labor Uberwacht und
gesteuert werden. Embryonale Stammzellen eignen sich aus diesen Griinden ausgezeichnet

zur Modellierung embryologischer Vorgénge in vitro.

Isolation und Kultur embryonaler Stammzellen

Embryonale Stammzellen (ES-Zellen) der Maus kénnen 3,5 Tage nach der Befruchtung der
Eizelle aus der inneren Zellmasse des Embryos isoliert werden. Sie kénnen in Medium

gehalten werden, das mit fotalem Kélberserum versetzt und von embryonalen Fibroblasten
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oder von Teratokarzinomzellen konditioniert wurde. Werden die Zellen regelméaBig vereinzelt
und wieder ausgesét, lassen sie sich praktisch unbegrenzt in undifferenziertem Zustand
propagieren und vermehren (Evans et al. 1981, Martin 1981). Sie bewahren ihre
Morphologie und halten die Expression der Pluripotenzmarker Pou5f1, Nanog und Sox2
sowie die des Oberflachenmarkers SSEA1 und die Aktivitaten von Telomerase und
alkalischer Phosphatase aufrecht (Solter et al. 1978, Evans et al. 1981, Martin 1981, Rosner
et al. 1990, Hofmann et al. 1993, Niwa et al. 2000, Cavaleri et al. 2003, Chambers et al.
2003, Mitsui et al. 2003). Durch die Zugabe von rekombinantem LIF in das
Stammzellmedium kann die Notwendigkeit, serumhaltiges Medium zu konditionieren oder die
embryonalen Stammzellen in co-Kultur mit embryonalen Fibroblasten zu halten, umgangen
werden. Die Zellen kbénnen dann in einer gelatinierten Zellkulturschale in Reinkultur gehalten
werden (Smith et al. 1988, Williams et al. 1988). Wird die Zugabe von LIF mit der Zugabe
von BMP4 kombiniert, behalten die embryonalen Stammzellen der Maus auch in

serumfreiem Medium ihre Fahigkeit zur Selbsterneuerung (Ying et al. 2003a).

Differenzierung embryonaler Stammzellen in vitro

Werden embryonale Stammzellen unter Bedingungen gehalten, die die Selbsterneuerung
nicht unterstiitzen, beginnen sie zu differenzieren. Die Differenzierungsrichtung ist von den
Signalen abhangig, die dann auf die Zellen wirken (Keller 1995, Smith 2001, Keller 2005,
Murry et al. 2008). Zur Differenzierung embryonaler Stammzellen sind verschiedene
Methoden entwickelt worden (Murry et al. 2008). Eine etablierte Methode zur Differenzierung
embryonaler Stammzellen ist die Kultivierung frei schwimmender Zellaggregationen.
Innerhalb der sich ausbildenden kugelférmigen Kolonien kénnen Derivate der drei embryo-
nalen Keimblatter sowie viscerales Endoderm entstehen (Doetschman et al. 1985). Nach der
inneren Differenzierung bezeichnet man diese Kolonien wegen ihrer embryoahnlichen
Struktur mit dem englischen Fachbegriff als embryoid bodies. Adharente Zellkulturen flhren
in der Regel zu flach auswachsenden Kolonien. Die Zellen werden meist auf extrazelluléren
Matrixproteinen wie Kollagenen oder Fibronektin gehalten oder mit anderen Zelltypen, wie
den Zelllinien OP9 oder HepG2 co-kultiviert. Die Signale der co-kultivierten Zellen unterstit-

zen die gewunschte Differenzierung der ES-Zellen in die gewlinschte Richtung.
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Die Differenzierung embryonaler Stammzellen l&sst sich durch die Zusammensetzung des
Mediums beeinflussen. Fétales Rinderserum enthélt Signale, die die Differenzierung embryo-
naler Stammzellen beeinflussen. Die Zusammensetzung von Seren ist jedoch kaum definier-
bar und unterliegt einer Variabilitat. Die im Serum enthaltenen Faktoren beglinstigen auBBer-
dem nicht alle Differenzierungsrichtungen der Stammzellen und kénnen die Entstehung des
gewulnschten Zelltyps sogar behindern. Zur Untersuchung verschiedener Signalwege lassen
sich die Medien gezielt mit chemischen Wirkstoffen oder rekombinanten Proteinen in unter-
schiedlichen Konzentrationen und zeitlich kontrolliert supplementieren (Keller 1995, Keller
2005, Murry et al. 2008). Um die Einflisse des Serums auszuschlieen, eignen sich serum-
freie Medien besonders fur die gezielte in vitro Differenzierung.

Embryonale Stammzellen lassen sich genetisch manipulieren ohne dass sie dabei ihre Pluri-
potenz verlieren. Um die Differenzierung in die gewlnschte Richtung zu bewirken, kann die
genetische Information fur Transkriptionsfaktoren oder von Molekilen, die in wichtigen
Signalwegen eine Rolle spielen, in die Zellen eingeschleust oder aus dem Genom deletiert
werden. Genomische Manipulationen lassen sich jedoch im Vergleich zu Medienzuséatzen
nur eingeschrankt dosieren und zeitlich kontrollieren (Keller 1995, Keller 2005, Murry et al.
2008).

Die Kapazitdt der embryonalen Stammzellen alle embryonalen Gewebe generieren zu
kénnen hat zur Folge, dass die Differenzierungsrichtung der Stammzellen nur eingeschrénkt
gesteuert werden kann. Um eine reine Population des erwlnschten Zelltyps zu bekommen
ist es daher notwendig, den gewlnschten Zelltyp anhand seiner charakteristischen Eigen-
schaften von den anderen Zellen, die in der Differenzierungskultur entstehen, zu isolieren.
Dies kann Uber charakteristische Oberflachenmolekiile erfolgen, soweit diese bekannt sind
(Nishikawa et al. 1998). Alternativ kann den Zellen ein Reportergen eingeschleust werden,
das die Zellen markiert, die den gewlnschten Zustand erreicht haben (Keller 1995, Keller
2005, Murry et al. 2008).

Bei der Differenzierung embryonaler Stammzellen lag der Fokus in der Vergangenheit vor
allem auf der Herstellung von Endodermderivaten, hAmatopoetischen Zellen, Herzmesoderm
und verschiedenen neuronalen Zelltypen. Die Herstellung paraxialen Mesoderms und seiner

Derivate ist dagegen bislang nur wenig beachtet worden.
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Ergebnisse

Mesodermdifferenzierung in vitro

Expression von Msgn1 wéhrend der Differenzierung in embryoid bodies

Die Aggregation embryonaler Stammzellen und ihre Differenzierung in frei schwimmenden
embryoid bodies in serumhaltigem Medium ist eine h&ufig angewandte Methode zur
Herstellung embryonaler Zelltypen in vitro (Doetschman et al. 1985). In dieser Arbeit wurde

zundchst untersucht, ob bei der Differenzierung mit dieser Methode préasomitisches
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Abbildung 10: Differenzierung aggregierter embryonaler Stammzellen in serumhaltigem Medium. (A) Schema des
Protokolls. Die Zellen wurden zwei Passagen ohne Fibroblasten in LIF-supplementiertem Stammzellmedium gehalten.
AnschlieBend wurden die Zellen vereinzelt, in Differenzierungsmedium mit 20% Serum resuspendiert, zu je 500 Zellen in
hangenden Tropfen mit je 20ul Volumen aggregiert und zwei Tage kultiviert. Nach Ablauf der 2 Tage wurden die Zellaggrega-
tionen mit frischem Differenzierungsmedium in nicht adhdrierenden Kulturschalen gehalten. (B) Die Expression der Marker-
gene Fgf5, T (Brachyury), Snait und Msgn1 wurde alle 24 Stunden nach Aggregationsbeginn mit quantitativer PCR ermittelt.
Die Skala der y-Achsen zeigt die Vervielfachung der Transkriptmenge im Verhaltnis zu undifferenzierten embryonalen Stamm-
zellen an. Std: Stunden; ES-Zellen: embryonale Stammzellen

Ergebnisse 21



Mesoderm entsteht (Abbildung 10). Vor der Aggregation der embryonalen Stammzellen und
im Abstand von 24 Stunden nach Beginn der Differenzierung wurde ein Teil der Zellen
abgenommen und die RNS isoliert. Zur molekularen Analyse der Differenzierung wurden die
Transkriptmengen von Fgf5, T (Brachyury), Msgn1 und Snai1 in den RNS-Proben mit
quantitativer PCR verglichen. Nach 24 Stunden konnte eine verstarkte Expression des
Epiblast-Markergens Fgf5 (Goldfarb et al. 1991, Hebert et al. 1991) gemessen werden, die
72 Stunden nach Differenzierungsbeginn von der Aktivitdt der Primitivstreifenmarker
T (Brachyury) (Wilkinson et al. 1990) und Snaif (Nieto et al. 1992, Rivera-Perez et al. 2005)
abgeldst wurde. Die Expression beider Gene, insbesondere von T, schwachte sich zu den
folgenden Messzeitpunkten ab. Nach 96 Stunden wurde eine stark angestiegene Expression
von Msgn1, einem Markergen fir prdsomitisches Mesoderm, gemessen (Yoon et al. 2000a),
die zu den folgenden Messzeitpunkten wieder deutlich schwécher wurde. Die Ergebnisse
zeigten eine sequenzielle Expression von Fgf5, T, Snai1l und Msgn1i, die der erwarteten
Expressionsabfolge bei der Entstehung von paraxialem Mesoderms entspricht. Bei der in
vitro Differenzierung von embryoid bodies in serumhaltigem Medium werden demnach die

untersuchten Markergene fir die Entstehung paraxialen Mesoderms exprimiert.

Herstellung von Msgn1-Reporterzellen

Far die routinemaBige und quantifizierbare Analyse der Differenzierung zu prasomitischem
Mesoderm, wurde eine Reporter-Zelllinie fir das Markergen Msgni1 verwendet
(Abbildung 11). In diesen Zellen wurde das offene Leseraster von Msgn1 mittels homologer
Rekombination durch die kodierende Sequenz des fluoreszierenden Proteins Venus sowie
einer von FRT-Sequenzen flankierten Neomycin-Selektionskassette ersetzt (Dr. Lars Wittler,
Max-Planck-Institut fir molekulare Genetik, Berlin) (Capecchi 1989, Sauer 1994, Nagai et al.
2002). Die Selektionskassette wurde durch transiente Transfektion der Zellen mit einem
Expressionsvektor, der die kodierenden Sequenz der flp-Rekombinase enthielt, wieder
entfernt.

Um die korrekte Expression des Reporters zu verifizieren, wurden durch tetraploide
Aggregation aus den Reporterzellen generierte Embryonen im Theiler-Stadium 14 (etwa
E9,5) (Theiler 1972) fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Die Expression des fluoreszieren-

den Reporterproteins deckte sich mit der Verteilung der Boten-RNS im Wildtyp-Embryo
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(Yoon et al. 2000b). Zellen am caudalen Ende des Embryos und im prasomitischen

Mesoderm zeigten erwartungsgemaf eine starke Aktivitdt des fluoreszierenden Reporters

(Abbildung 12).
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Abbildung 11: Genomische Modifikation zur Herstellung der Msgn1-Reporterzelllinie. (A) In das Vektor-Plasmid wurden
etwa 9kbp des Msgn1-Lokus kloniert und das offene Leseraster von Msgn1 (weiBes Rechteck) wurde durch die kodierende
Sequenz von Venus (grines Rechteck) und eine von FRT-Sequenzen flankierte Selektionskassette (PGKneo, graues
Rechteck) ersetzt. Dieser Vektor wurde zur homologen Rekombination in embryonale Zellen transfiziert. (B) Der Genlokus von
Msgn1 enthalt nach der Rekombination den Venus-Reporter und die Selektionskassette (oben). Die Selektionskassette wurde
durch flp-Rekombinase vermittelte Rekombination der FRT-Sequenzen ausgeschnitten. Im Genlokus von Msgn1 ist das offene
Leseraster am Startkodon durch die kodierende Sequenz von Venus ersetzt (unten). (C) Southern Blot zum Nachweis der
korrekten Integration. Die relevanten Schnittstellen und ihr Abstand zum Startkodon sind in (A) und (B) angegeben. Im
modifizierten 5'-Abschnitt I&sst sich die erwartete 7,7 kbp-Bande nachweisen, im 3' Abschnitt die 6,2 kbp-Bande. Die 9,4 kbp-
Bande und die 10,5 kbp-Bande reprasentieren das Wildtyp-Allel.

Ergebnisse 23



Abbildung 12: Expression des
Msgn1-Reporters an E9,5. Die
Aufnahme zeigt das caudale Ende der
Embryonen mit dem présomitischen
Mesoderm und den jlingsten Somiten.
Der weiBe Pfeil zeigt das anteriore
Ende des prasomitischen Mesoderms
an, der gelbe Pfeil den tail bud. Die
Zellen im prasomitischen Mesoderm
und im fail bud zeigen das fluo-
reszente Protein. Das Fluoreszenz-
signal bleibt in den jungen Somiten
detektierbar.

Differenzierung der Reporterzellen in verschiedenen Medien

Im ersten Experiment konnte das Transkript von Msgn1 in embryoid bodies nachgewiesen
werden, die in serumhaltigem Medium differenziert wurden. Um den Anteil Msgn1i-Reporter
exprimierender Zellen zu quantifizieren, wurden die Msgni-Reporterzellen nach dem
gleichen Verfahren differenziert und die fluoreszierenden Zellen mit einem Durchfluss-
zytometer ausgezéhlt. Neben dem zuvor verwendeten Differenzierungsmedium mit 20%
Serumanteil wurde serumfreies Differenzierungsmedium verwendet. Da Wnt- und Bmp-
Signale in vivo eine wichtige Rolle in der Mesodermbildung spielen (Winnier et al. 1995, Liu
et al. 1999), wurde das serumfreie Medium sowohl ohne Zusatze als auch mit
rekombinantem BMP4- oder WNT3a-Protein verwendet. In reinem serumfreien Medium
aggregierten die Zellen wesentlich langsamer und die Zellaggregationen waren deutlich
weniger kompakt als in den anderen Medien. Die Ausbeute an fluoreszierenden Zellen hing
stark vom verwendeten Medium ab (Abbildung 13). In serumhaltigem Medium exprimierten
120 Stunden nach Differenzierungsbeginn etwa 5% der Zellen den Reporter. In serumfreiem
Medium allein oder nach Zugabe von Wnt3a-Protein konnten praktisch keine
fluoreszierenden Zellen detektiert werden. Aufféllig war dagegen, dass im serumfreien
Medium mit BMP4 bis zu 15% der Zellen den Reporter aktiviert hatten. Bemerkenswert war
auch, dass die héchste Ausbeute bereits nach 72 Stunden Differenzierungsdauer gemessen
werden konnte.

Im Durchflusszytometer wurden intakte Zellen von toten Zellen und anderen Partikeln
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anhand ihrer Vorwarts- und Seitwértsstreuung des Lichts unterschieden (Abbildung 13).
Nach 96 Stunden Differenzierungsdauer konnte im serumhaltigen Medium der gré3te Anteil
lebender Zellen gefunden werden. In serumfreiem Medium allein wurden nur sehr wenige

intakte Zellen gemessen. Der Anteil intakter Zellen stieg jedoch deutlich an, wenn das
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Abbildung 13: Aktivierung des Msgn1-Reporters in verschiedenen Zellkulturmedien. Msgn1-Reporterzellen wurden tber
120 Stunden in verschiedenen Medien differenziert und der Anteil fluoreszierender Zellen wurde zu verschiedenen
Zeitpunkten mit einem Durchflusszytometer bestimmt. Die Diagramme links zeigen den prozentualen Anteil fluoreszierender
Zellen (% Positive) zu den angegebenen Messzeitpunkten an. Die Streudiagramme rechts zeigen die
durchflusszytometrischen Analyse der Proben nach 96 Stunden. Die Intensitdt des Vorwértsstreulichts (FSC-H) oder der
Fluoreszenz (Venus) ist gegen die des Seitwartsstreulichts (SSC-H) aufgetragen. Die Messpunkte in der eingegrenzten
Region représentieren intakte Zellen. Der angegebene Prozentwert im linken Streudiagramm zeigt den Anteil der Messpunkte
an, die in diese Region fallen, der Wert rechts den Anteil fluoreszierender Zellen. In serumhaltigem Medium ist ein groBer
Anteil intakter Zellen erkennbar. In serumfreiem Medium (SFM) kamen besonders wenige intakte Zellen vor. Der Wert
verbessert sich durch die Zugabe rekombinanter Proteine deutlich. Nur die Zugabe von BMP4 filhrt zu einem groBen Anteil
fluoreszierender Zellen.
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Medium mit rekombinantem BMP4 oder WNT3a versetzt wurde.

Die Ergebnisse zeigten, dass sowohl die Uberlebensraten der Zellen als auch die
Differenzierungseffizienz zu Msgn1-Reporter exprimierenden Zellen stark vom verwendeten
Medium abhingen. In mit BMP4 supplementiertem serumfreiem Medium konnten sowohl
hohe Uberlebensraten als auch der gréBte Anteil von Zellen mit aktiviertem Msgn1-Reporter

gemessen werden.
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Abbildung 14: Aktivierung des Msgni-Reporters in serumfreien Medien. Msgni-
Reporterzellen wurden in schwimmenden Zellaggregationen in serumfreiem Medium durch Zugabe
rekombinanter Proteine (10ng/ml BMP4, 50ng/ml WNT3a, je 200ng/ml FGF2 und FGF8b, 100ng/ml
Activin A) stimuliert und mit dem Durchflusszytometer analysiert. Die Balkendiagramme zeigen den
prozentualen Anteil fluoreszierender Zellen zu den angegebenen Messzeitpunkten nach
Differenzierungsbeginn an. Std=Stunden

In einem weiteren Experiment wurde untersucht, ob sich durch Zugabe weiter rekombinanter
Proteine, deren Signale eine Rolle in der Mesodermbildung spielen (Conlon et al. 1994,
Yamaguchi et al. 1994, Ciruna et al. 2001), zu serumfreiem Medium ebenfalls Msgn1-
Reporter exprimierende Zellen generieren lassen. Das serumfreie Medium wurde entweder

mit BMP4, WNT3a, FGF2, FGF8b oder Activin A versetzt (Abbildung 14). Erneut konnte nur
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nach Zugabe von rekombinantem BMP4 eine nennenswerte Anzahl fluoreszierender Zellen
gefunden werden. Auch die Erhdhung der Konzentration des WNT3a-Proteins im Medium
von 10ng/ml auf 50ng/ml brachte keine bedeutende Steigerung der Ausbeute in diesem

Differenzierungsansatz.

Differenzierung in adhérenten Kulturen

Die Experimente haben gezeigt, dass die in vitro Differenzierung stark von der
Medienzusammensetzung beeinflusst wird. Um das Verfahren zu optimieren, wurde versucht
die Zellen in adharenter Zellkultur zu differenzieren, anstatt frei schwimmende embryoid
bodies zu generieren. Um gleichmaBig groBe, undifferenzierte Kolonien zu erhalten, wurden
die Zellen vor dem Ausplattieren Uber Nacht in Stammzellmedium aggregiert. Auf fibronektin-
beschichteten Kulturschalen hafteten die Aggregationen schnell an und bildeten Kolonien
gleicher GréBe. Adharierte Zellkolonien wuchsen im Gegensatz zu schwimmenden Kolonien
innerhalb weniger Stunden flach aus und bildeten erst nach fortgeschrittener Differenzierung
wenige Ubereinander liegende Zellschichten. Bei der Verwendung gelatinebeschichteter
Zellkulturschalen dauerte die Adhasion der Aggregationen erheblich Ianger. Die Kolonien
breiteten sich kaum aus und behielten meist eine haufenférmige Morphologie (Daten nicht

gezeigt). Fur die nachfolgenden Experimente wurden die KulturgefaBe durchgehend mit
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Abbildung 15: Reporterexpression in adhéarenten Zellkolonien. Die Balken zeigen den
Anteil von Msgni-Reporter exprimierenden Zellen zu den angegebenen Zeitpunkten an.
Die grauen Linien zeigen den Anteil intakter Zellen. Die Balken beziehen sich auf die linke
y-Achse, die Kurve auf die rechte y-Achse. Die Werte beider y-Achsen sind
Prozentangaben. In allen Ansétzen ist eine hohe Uberlebensrate der Zellen zu erkennen.
Der Anteil Reporter exprimierender Zellen ist in beiden supplementierten Medien hoch.
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Fibronektin beschichtet. Das serumfreie Differenzierungsmedium wurde mit BMP4 oder mit
WNT3a versetzt.

Die Analyse mit dem Durchflusszytometer zeigte, dass sich das Plattieren der zuvor
aggregierten Kolonien auf Fibronektin positiv auf die Uberlebensrate der Zellen in allen
verwendeten serumfreien Medien auswirkte (Abbildung 15). Bemerkenswert ist, dass auf mit
Fibronektin beschichteten Platten auch bei Zusatz von rekombinantem WNT3a ein Anteil von
5-10% Reporter exprimierender Zellen gemessen werden konnte. Durch die Adhéasion auf
fibronektinbeschichteten Kulturschalen wurden sowohl die Uberlebensraten als auch die
Ausbeute an Msgn1-Reporter exprimierenden Zellen bei der Stimulation rekombinantem
WNT3a deutlich erhdht. Das beschriebene Differenzierungsverfahren wurde fir die

folgenden Versuche beibehalten.

A 3 Std 24 5ud 465 72Std 96 Std Abbildung 16: Expression von Differen-
' ; zierungsmarkern wéhrend der in vitro
Differenzierung. Die Bilder zeigen Antikdrper-
farbungen auf adhérierten und durch BMP4-
Zugabe differenzierten Stammzell-Kolonien zu
den angegebenen Zeitpunkten. (A) zeigt die
Expression von SOX2 (griin, obere Reihe) und
POUSF1 (rot, mittlere Reihe). In der unteren
Reihe sind beide Férbungen Uberlagert. Beide
Stammzellmarker wurden ab 48 Stunden nach
Differenzierungsbeginn  deutlich  schwécher
detektiert. Nur vereinzelte Zellen halten die
Expression aufrecht. (B) Zeigt die Expression
des Epithelmarkers e-cadherin (CDH1, obere
Reihe) im Vergleich mit dem Primitivstreifen-
marker T (Brachyury) (mittlere Reihe) zu den
angegebenen Zeitpunkten. Bis 72 Stunden
nach Differenzierungsbeginn ist e-cadherin
stark an der Plasmamembran der Zellen
nachweisbar. Nach 72 Stunden steigt die
Konzentration des T-Proteins stark an, gefolgt
von einer Verringerung der Expression beider
Proteine. Std= Stunden.

28 Ergebnisse



Expression von Differenzierungsmarkern im Verlauf der in vitro Differenzierung

In den adhérenten Zellkolonien wurde die Expression weiterer Proteine im Verlauf der
Differenzierung mit BMP4 immunocytochemisch untersucht. Die Expression der
Stammzellmarker SOX2 und POU5F1 (OCT4) nahm nach 24 Stunden Differenzierung
deutlich ab (Abbildung 16A). Nur vereinzelte Zellen hielten die Expression dieser Proteine
Uber den gesamten Untersuchungszeitraum aufrecht. Die Expression von Cdh1, das flr das
Adhésionsprotein e-cadherin kodiert, ist charakteristisch fir epitheliale Zellen und wird beim
Eintritt der Epiblastzellen in den Primitivstreifen inhibiert (Nieto et al. 1992, Carver et al.
2001, Zohn et al. 2006). Zu Beginn der in vitro Differenzierung war e-cadherin an der
Plasmamembran der Zellen zu finden. Nach dem Einsetzen der T-Expression ging die

e-cadherin-Konzentration jedoch deutlich zuriick (Abbildung 16B).

BMP4+LIF BMP4 WNT3a

Abbildung 17: Expression von Thx6 und Venus. Gezeigt sind Antikérperfarbungen
auf adhdrierten Zellkolonien nach 96 Stunden Differenzierung. Serumfreies Medium
mit BMP4 und LIF inhibierte die Differenzierung der Zellen (Ying et al. 2003b).
Stimulation mit BMP4 oder mit WNT3a filhrte zur Expression des Msgn1-Reporters
und von TBX6. In der oberen Reihe ist der Nachweis des Venus-Proteins abgebildet,
in der Mitte TBX6. In der unteren Reihe sind beide Farbungen dberlagert.
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Untersuchung der co-Expression von TBX6 und dem Msgn1-Reporter

Neben der Expression des Msgni-Reporters wurde untersucht, ob die mit WNT3a oder
BMP4 differenzierten Zellen einen weiteren spezifischen Marker fir prasomitisches
Mesoderm exprimierten. Auf den adhéarenten Zellkolonien wurde die Expression des
Reporterproteins Venus und des Transkriptionsfaktors TBX6, einem zweiten Markerprotein
fur prasomitisches Mesoderm (Chapman et al. 1996), immunocytochemisch vergleichend
untersucht (Abbildung 17). Durch die Antikérperfarbungen konnte gezeigt werden, dass der

Msgn1-Reporter mit TBX6 in den gleichen Zellen co-exprimiert wird.

Herstellung einer Zelllinie mit zwei Reportergenen

Durch die Modifikation des Msgni-Lokus wurde in den Zellen ein Markergen flr
prasomitisches Mesoderm exprimiert. Um die Zellen zu identifizieren, die im in vitro Modell
das Primitivstreifenstadium erreichen, wurde der Msgni-Reporterzelllinie durch die
Integration eines modifizierten BAC (engl.: bacterial artificial chromosome) zusatzlich ein
fluoreszierender Reporter fir T (Brachyury) eingeschleust (Abbildung 18). In diesem BAC
wurde das offene Leseraster des roten Fluoreszenzfarbstoffes mCherry (Shaner et al. 2004)
am Startkodon fur T integriert. Auf dem integrierten DNS-Abschnitt folgte hinter der
kodierenden Sequenz von mCherry ein Intron, ein Polyadenylierungssignal und eine von
FRT-Sequenzen flankierte Neomycin-Selektionskassette zur Selektion.

Die Funktionalitdt der beiden Reporter wurde fluoreszenzmikroskopisch anhand ihrer
Expression in tetraploid komplementierten Embryonen im Theiler-Stadium 12 (E8,5) unter-

Abbildung 18: Integration von mCherry in den T-Lokus. (A) Die Integrationskassette (3,8kbp) enthalt die codierende
Sequenz von mCherry, gefolgt von einem Intron und einem Polyadenylierungssignal (pA) sowie einer Selektionskassette
(neo). Diese setzt sich aus einem PGK-Promoter, einer EM7-Promotersequenz, der kodierenden Sequenz fir Neomycin und
einem Polyadenylierungssignal zusammen (nicht im Einzelnen dargestell). Die Selektionskassette ist von
Erkennungssequenzen fir flp-Rekombinase flankiert. Die Integrationskassette wurde mit PCR amplifiziert. Neben der
bindenden Sequenz (Pfeilspitzen) waren die 3-Enden beider Primer (Trek) mit Rekombinationsarmen von 50bp Lénge
versehen. Diese Sequenzen waren homolog zu den jeweils 50 Basenpaaren vor und hinter dem Translationsstart von T im
Wildtyp-Lokus. (B) Der Wildtyp-Lokus (T WT) wurde auf einem BAC durch das Einsetzen des PCR-Produkts mittels
Rekombineerung-Technik modifiziert. Im modifizierten Lokus (TCherry) folgt dem Methionin-Kodon von T das offene Leseraster
von mCherry. Durch das Einsetzen der Selektionskassette wird das PCR-Produkt zwischen den Primem TWT_vor und
TWT revers von 648bp Lange um 3,8kbp verlangert. Statt dessen lassen sich nun mit den TWT -Primer und den Primern
Insert3_vor und Insert®'_revers zwei PCR-Produkte mit einer Lange von 330bp (5-Ende) und 452bp (3'-Ende) generieren. (C)
Nachweis der korrekten Positionierung der Integrationskassette. In der Wildtyp-Kontrolle (TWT) entsteht das vorhergesagte
PCR-Fragment von 648bp Lange. Im modifizierten Lokus entstehen die PCR-Produkte mit einer Lange von 330bp (5'-T Chery)
und 452bp (3-TCherry),
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sucht (Abbildung 19). Die Fluoreszenz des Msgn1-Reporters war ausschlieB3lich im caudalen
Bereich des Embryos bis zum Bereich des Primitivknotens erkennbar. Das Signal war wie
erwartet zu beiden Seiten des Primitivstreifens im entstehenden Mesoderm ausgepragt zu
sehen, aber nicht im Primitivstreifen selbst und nicht im Primitivknoten. Zellen an der Basis
der Allantois zeigten ebenfalls Fluoreszenzaktivitdt. In den posterioren Somiten war die
Fluoreszenz schwach erkennbar und nahm nach anterior ab.

Das Fluoreszenzsignal des T-Reporters war im Bereich des Primitivstreifens sowie im
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Primitivknoten und im axialen Mesoderm, im nascenten Mesoderms und in der Allantois zu
sehen. Das Signal nahm im Mesoderm, mit Ausnahme des axialen Mesoderms, rostral des
Primitivknotens ab. Im Primitivknoten war besonders intensive rote Fluoreszenz zu
erkennen. Im Neuralrohr war keine Fluoreszenz erkennbar. Das Expressionsmuster beider
Reporterproteine im untersuchten Embryonalstadium entsprach frilheren Beschreibungen
der Expressionsmuster von T und Msgn1 (Wilkinson et al. 1990, Wasiak et al. 1999, Yoon et

al. 2000a).

Abbildung 19: Expression der Reporterproteine. Die Bilder zeigen einen aus der dualen Reporterzelline
generierten Embryo im Theiler-Stadium 12 (E8,5). (A) Hellfeldaufnahme mit Bezeichnung der anatomischen
Strukturen: Die Pfeilspitze zeigt die Position des Primitivknotens, die gestrichelte Linie den Verlauf des
Primitivstreifens, die Sterne zeigen die Postition der Somiten an. KF=Kopffalte; HF=Herzfalte; NC=Notochord;
PSM=prasomitisches Mesoderm; AL=Allantois-Anlage; A=anterior; P=posterior (B) Das Fluoreszenzsignal des
Msgn1-Reporters (Msgni-Venus) setzt am Primitivstreifen ein und wird in laterale Richting stérker. Das Venus-
Protein ist entlang des gesamten Primitivstreifens im Mesoderm erkennbar. Im Primitivknoten ist kein Signal zu
erkennen. Ein schwaches Signal ist im jlingsten Somiten erkennbar. (C) Die rote Fluoreszenz des T-Reporters (T-
mCherry) ist im Primitivstreifen und im Mesoderm zu erkennen. Anterior des Primitivknotens schwécht sich das
Signal ab und bleibt nur im axialen Mesoderm erhalten. In der Allantois wird das Signal schwacher. Ein Teil der
Zellen im Primitivknoten zeigt ein besonders intensives Signal.
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Analyse der Differenzierung in vitro

In den vorangegangen Experimenten wurde ein Verfahren zur Differenzierung embryonaler
Stammzellen in vitro etabliert. Die generierte Reporterzelllinie zeigte die erwartete
Expression des T-Reporters und des Msgni-Reporters im Embryo. Zur ndheren
Untersuchung der Entstehung paraxialen Mesoderms im in vitro Modell wurden die
embryonalen Stammzellen dieser dualen Reporterzelllinie mit dem zuvor beschriebenen
Verfahren unter der Verwendung rekombinanter Signalproteine in serumfreiem Medium
differenziert. Durch die Expression des T-Reporters wurde der Ubergang aus dem
epiblastéhnlichen Stadium zum Primitivstreifen im in vitro Modell erkennbar gemacht. Der
Msgn1-Reporter wurde verwendet, um den Ubergang aus dem Primitivstreifenstadium zu
prasomitischem paraxialen Mesoderm anzuzeigen.

Die Zellen wurden nach dem zuvor beschriebenen Verfahren in adharenten Kolonien durch
Stimulation mit rekombinantem BMP4 oder WNT3a differenziert. Um den Einfluss des
jeweilig anderen Signalweges zu minimieren, wurde dem Medium mit BMP4 zusétzlich der
Whnt-Inhibitor DKK1 (Fedi et al. 1999, Mao et al. 2001) zugegeben. Dem Differenzierungs-

ansatz mit WNT3a wurde der Bmp-Inhibitor Noggin (Zimmerman et al. 1996) zugesetzt.

Reportergenexpression im Verlauf der Differenzierung in vitro

Die Expression der fluoreszierenden Reporterproteine im Verlauf der in vitro Differenzierung
wurde mit dem Durchflusszytometer untersucht (Abbildung 20). Beide fluoreszierenden
Reporter konnten in Zellen beider Ansatze detektiert werden. Die Expression der Reporter
zeigte in beiden Differenzierungsansatzen die erwartete Abfolge und rekapitulierte den
Ablauf in vivo. Die Zellen im in vitro Modell zeigten zunachst den Eintritt in das
Primitivstreifenstadium durch die rote Fluoreszenz des T-Reporters an. Ein Teil dieser Zellen
aktivierte daraufhin den Msgn1-Reporter. Auffallig war, dass im Verlauf der Differenzierung
im Ansatz mit WNT3a und Noggin eine Zellpopulation entstand, die eine deutlich intensivere
Expression des Brachyury-Reporters zeigte. Diese stark fluoreszierende Zellpopulation war
bei der Differenzierung mit BMP4 und DKK1 nicht zu erkennen. Interessanterweise lief3 sich
in vivo ebenfalls eine auffallend intensive T-Reporterexpression im Primitivknoten von

Embryonen im Theiler Stadium 12 feststellen (Abbildung 19).
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Abbildung 20: Durchflusszytometrische Fluoreszenzanalyse der dualen Reporterlinie wéhrend der Differenzierung. In
den Streudiagrammen sind die Zellen anhand der Intensitét ihrer griinen und roten Fluoreszenz zu drei verschiedenen
Messzeitpunkten aufgetragen. Die obere Reihe zeigt die Differenzierung mit BMP4 und DKK1, die untere Reihe die
Differenzierung mit WNT3a und Noggin zu den angegebenen Zeitpunkten. In den Quadranten ist der prozentuale Anteil der
Zellen angegeben. In beiden Ansétzen ist der gréBte Anteil griin fluoreszierender Zellen nach 96 Stunden zu sehen. Nach 96
Stunden und besonders nach 144 Stunden fallt im Ansatz mit WNT3a und Noggin eine Zellpopulation mit besonders hoher
mCherry-Aktivitat auf (Kasten bei 144 Std), die im anderen Ansatz nicht zu sehen ist.

Analyse der differenziellen Genexpression im in vitro Modell

Zur Validierung der in vitro Differenzierung und zur Identifikation von Genen, die eine bislang
unbekannte Rolle in der Entstehung paraxialen Mesoderms spielen, wurden die
transkriptionellen Anderungen in den differenzierenden Zellen untersucht. Von den
undifferenzierten Zellen wurden unmittelbar vor dem Aggregationsschritt RNS-Proben
genommen. Nach 24 und 48 Stunden wurde die RNS aller Zellen eines Ansatzes fir die
Expressionsanalyse isoliert. Nach 72 und 96 Stunden wurden die Zellen vor der RNS-
Praparation mit Hilfe des Durchflusszytometers sortiert. Die Zellen ohne Reporteraktivitat, die
Zellen mit aktivem T-Reporter und die Zellen mit aktivem Msgni1-Reporter wurden von
einander isoliert. Die Genexpression der isolierten Zellpopulationen wurde mit einem RNS-
Chip (MouseRef-8 v2.0 Expression BeadChip, lllumina) analysiert. Aus beiden Anséatzen
konnte erst nach 96 Stunden Differenzierung eine fiir die Chip-Analyse ausreichende Menge

von Msgn1i-Reporter exprimierenden Zellen isoliert werden. Nach 72 Stunden konnten im
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Ansatz mit BMP4 und DKK1 nicht geniigend Zellen ohne Reporteraktivitat fir eine

Transkriptionsanalyse isoliert werden.

Bioinformatische Verifizierung der Messergebnisse

Die ausgelesenen Expressionswerte wurden normalisiert (varianzstabilisierende
Normalisierung [Huber et al. 2003]), und die Konsistenz der Messwerte wurde analysiert
(Abbildung 21). Die normalisierten Messwerte aus den einzelnen RNS-Proben wurden in
einem box-plot aufgetragen und folgten einer ahnlichen Verteilung. Wurden die Mittelwerte
aller Messungen fir jedes Gen nach GréBe sortiert und die zugehoérigen Standard-
abweichungen dagegen aufgetragen, konnte die Unabhangigkeit der Standardabweichungen
von der GréBe der Mittelwerte gezeigt werden. Beide Analysen sprechen fir eine gute
Konsistenz der Messwerte und deuten nicht auf systematische Fehler hin.

Die Expressionsunterschiede zwischen den einzelnen RNS-Proben wurden mittels einer
Korrespondenzanalyse visualisiert (Abbildung 22). Hierbei werden die hochdimensionalen
Messwerte einer Probe auf zwei orthogonale Dimensionen projiziert, die jeweils eine

Linearkombination der hochdimensionalen Messwerte sind und die gréBtmégliche Varianz
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Abbildung 21: Bioinformatische Verifizierung der Messresultate. links: Die normalisierten Messwerte aus jeder RNS-
Probe sind gruppiert in einem box-plot aufgetragen und zeigen eine &hnliche Verteilung in allen Proben. Auf der X-Achse sind
die Zellpopulationen aufgetragen. Die GroBbuchstaben geben den Differenzierungsansatz an (BD=BMP4 und DKK1; WN=
WNT3a und Noggin), die Zahl den Zeitpunkt der Probenahme in Stunden und die Kleinbuchstaben die Farbe des
fluoreszenten Reporters (nf: nicht fluoreszent). In der rechten Abbildung ist die Standardabweichung aller Messwerte jedes
Gens gegen den Mittelwert aufgetragen. Die Mittelwerte sind nach GréBenrang auf der X-Achse sortiert. Die
Standardabweichungen zeigen keine Abhangigkeit von der GréBe der Mittelwerte. Beide Verteilungen weisen auf eine gute
Konsistenz der Messwerte und keine systematischen Fehler hin.
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erklaren (Fellenberg et al. 2001). Der Abstand zweier Punkte in dem Koordinatensystem
reflektiert die Ahnlichkeit der représentierten Messpunkte. In der Korrespondenzanalyse war
erkennbar, dass die Expressionswerte in beiden Ansatzen mit zunehmender Differen-
zierungsdauer immer weniger Ahnlichkeit mit den Expressionswerten embryonaler Stamm-
zellen aufwiesen. AuBerdem unterschieden sich die Transkriptome der Zellen in beiden
Differenzierungsansétzen zunehmend von einander. In der Korrespondenzanalyse ist
demnach eine mit der Zeit zunehmende Differenzierung der Zellen beider Ansatze
erkennbar. Die transkriptionellen Verdnderungen wiesen abhangig von den zugegebenen

Signalproteinen Unterschiede auf, auch wenn die Zellen den gleichen Reporter exprimieren.
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Expressionsverlauf verschiedener Markergene wéhrend der Differenzierung

Zur Verifizierung des in vitro Differenzierungsprozesses wurde die Expression bekannter
Markergene fur bestimmte embryonale Zelltypen bei der Stimulation mit WNT3a und Noggin
oder BMP4 und DKK1 im Zeitverlauf betrachtet (Abbildung 23). Die Expression der
stammzellspezifischen Markergene Nanog, Sox2, Pou5f1 (Oct4), Zfp42, Gdf3 und Dppa4
wurde im Laufe der Differenzierung in beiden Anséatzen reduziert (Hosler et al. 1989, Rogers
et al. 1991, Nichols et al. 1998, Avilion et al. 2003, Bortvin et al. 2003, Chambers et al. 2003,
Mitsui et al. 2003, Chen et al. 2006). Der Epiblastmarker Fgf5 (Goldfarb et al. 1991, Hebert
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et al. 1991) wurde wéhrend der ersten 24 Stunden der Differenzierung in beiden Ansatzen
aktiviert, wahrend Nodal (Conlon et al. 1994, Collignon et al. 1996) bereits in embryonalen
Stammzellen aktiv war. Bei der Verwendung von BMP4 und DKK1 lie3 die Expression beider
Gene zwischen 72 und 96 Stunden Differenzierungsdauer stark nach, blieb jedoch im Ansatz
mit WNT3A und Noggin in allen Zellpopulationen deutlich detektierbar.

Bei der Bildung von Mesoderm und Endoderm im Eizylinder durchwandern die Zellen den
Primitivstreifen und exprimieren dabei charakteristische Gene. Die neun untersuchten
Primitivstreifenmarker (Abbildung 23) waren alle in den T-Reporter exprimierenden Zellen
aktiviert. Chrd und FoxaZ2, die insbesondere im anterioren Bereich des ausgestreckten
Primitivstreifens exprimiert sind (Ang et al. 1993, Shawlot et al. 1998), erschienen im Ansatz
mit BMP4 und DKK1 nur schwach exprimiert, wahrend das in vivo ahnlich exprimierte Gsc
(Blum et al. 1992) nach 72 Stunden kurzzeitig in diesem Ansatz aktiviert war. In beiden
Ansatzen wurden demnach Gene exprimiert, die in den Zellen beim Durchwandern des
Primitivstreifens in vivo aktiviert werden. Dennoch kénnen Unterschiede in der
Expressionsstarke der einzelnen Gene, abhangig von den verwendeten Signalproteinen
erkannt werden.

In beiden Differenzierungsanséatzen wurden die betrachteten Markergene fir nascentes
Mesoderm (Lhx1, Bmp4 [Jones et al. 1991, Barnes et al. 1994, Shawlot et al. 1995, Winnier
et al. 1995, Carver et al. 2001]) exprimiert. Die Markergene fir paraxiales Mesoderm (Tbx®6,
Meox1, Tcf15, DII1, Notch1 und Uncx [Amo et al. 1992, Candia et al. 1992, Bettenhausen et
al. 1995, Burgess et al. 1995, Chapman et al. 1996, Neidhardt et al. 1997]) waren im
Differenzierungsansatz mit WNT3a und Noggin in den Msgni-Reporter exprimierenden
Zellen stark exprimiert und bei der Stimulation mit BMP4 und DKK1 weniger aktiv. Im
letzteren Ansatz war dagegen Bmp4, das im Embryo verstarkt in posteriorem Mesoderm zu
finden ist (Winnier et al. 1995), nach 96 Stunden wesentlich starker exprimiert.

Die Deaktivierung des Epithelmarkers Cdh1 und die Aktivierung von Snai1, Twist1 und Vim
charakterisieren eine epithelial-mesenchymale Transition (EMT) von Zellen (Shook et al.
2003, Thiery et al. 2009). Wahrend die Aktivierung von Vim in den T-Reporter
exprimierenden Zellen beider Ansatze zeitgleich erfolgt, wurden Snaif, das im

Primitivstreifen sowie im nascenten Mesoderm exprimiert ist (Nieto et al. 1992), sowie der
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Mesodermmarker Twist1 (Conlon et al. 1994) im Ansatz mit WNT3a und Noggin erst in den
Msgni-Reporter exprimierenden Zellen verstarkt exprimiert. In Ubereinstimmung damit
wurde die Deaktivierung von Cdh1 im Ansatz mit WNT3a und Noggin erst in den Msgn1-

Reporter exprimierenden Zellen deutlich.
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Abbildung 23: Expression von Markergenen. Die Expression der Gene ist zu den angegebenen Zeitpunkten farblich
kodiert dargestellt. Die Werte entsprechen dem Logarithmus der Expressionsstarke. Der hichste Messwert jedes Transkripts
aus allen Messungen wurde auf 100% gesetzt. Eine starke Expression ist gelb dargestellt, eine schwache Expression in blau.
Oben sind die Zeitpunkte der Probenahme in Stunden angegeben. Zu den Messzeitpunkten nach 24 und 48 Stunden sind
die Zellen nicht mit dem Zytometer sortiert (weiBe Markierung). Nach 72 Stunden wurden rot fluoreszierende Zellen ( T-
Reporter, rote Markierung) und nicht fluoreszierende Zellen (schwarze Markierung) getrennt analysiert. Nach 96 Stunden
wurden zusatzlich griin fluoreszierende Zellen isoliert (Msgn1-Reporter, grine Markierung). Im Ansatz mit BMP4 und DKK1
konnten die Expressionswerte der nicht fluoreszierenden Zellen nach 72 Stunden nicht ermittelt werden. Die Gene sind
gruppiert. Die erste Gruppe enthalt Markergene fir die innere Zellmasse (IZM), die zweite Gruppe Epiblastmarker (Epb).
Gene der dritten Gruppe sind im Primitivstreifen exprimiert. Die vierte Gruppe enthalt Gene aus dem friihen Mesoderm (MD).
Die Markergene des paraxialen Mesoderms (pxM) sind in einer eigenen Gruppe dargestellt. Die letzte Gruppe zeigt Gene der
epithelial-mesenchymalen  Transition (EMT). Cdh? wird wahrend der epithelial-mesenchymalen Transition (EMT)
herunterreguliert und die Vim-Expression wird verstérkt. Dieser Vorgang wird von Snai1 und Twist? reguliert. weitere
Abkirzungen: ESZ=embryonale Stammzellen; log(exp)=Logarithmus der Expressionsstérke

38 Ergebnisse



Betrachtung der differenziellen Genexpression in beiden Differenzierungsansétzen

Auf Grundlage der Genexpressionsdaten wurden Gene gesucht, die in den Reporter
exprimierenden Zellpopulationen differenziell exprimiert waren und damit eine mégliche Rolle
in der Mesodermdifferenzierung spielen. Von 18097 Genen, die auf dem Chip reprasentiert
waren, wurden in allen Ansatzen insgesamt 1256 verschiedene Gene als differenziell
exprimiert gewertet. Die unterschiedlich exprimierten Gene beider Ansatze wurden mit
einander verglichen. Eine signifikante Anzahl von Genen ist in den korrespondierenden
Zellpopulationen beider Anséatze gleichermaBen hoch- oder herunterreguliert (p<0,01),
wahrend nur sehr wenige Gene in einem Ansatz hoch- und im anderen Ansatz
herunterreguliert sind (Abbildung 24). Die transkriptionellen Verdnderungen in den Zellen
beider Differenzierungsansatze weisen demnach groBe Ahnlichkeiten auf. Unter den
differenziell exprimierten Genen wurde der Anteil transkriptionsregulierender Gene ermittelt.
Neben den bekannten Transkriptionsfaktoren wurden Gene dazu gezahlt, die im Nukleus an
Transkriptionsfaktoren oder das Chromatin binden und damit einen direkten Einfluss auf die
Transkription haben kdnnen. Es konnte festgestellt werden, dass unter den hochregulierten

Genen aller Ansatze sowohl die Transkriptionsfaktoren als auch die potenziell transkriptions-

T-Reporter (72 Std T-Reporter (96 Std Msgn1i-Reporter (96 Std
p p g p
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< & (16113  (0) a ST e/ 0 | F 5| 55 (M) || =
o ~ o s = Q= =
=3 = Fo = =X o
So| 9% 3 Sq| 35 || & £ 9 &
o0 & (14/4) e (4/1) e (0)
167 (21/7) 235 (27112) 126 (16/117)

Abbildung 24: Differenziell exprimierte Gene in reporterexprimierenden Zellen. In den Quadraten ist die Anzahl
differenziell exprimierter Gene der fluoreszierenden Zellpopulationen beider Differenzierungsansétze angegeben. Die
Differenzierungsansétze mit WNT3a und Noggin sind senkrecht dargestellt, die Differenzierungsansétze mit BMP4 und DKK1
waagerecht. Blau unterlegte Bereiche zeigen herunterregulierte Gene des Ansatzes an, gelb unterlegte Bereiche
hochregulierte Gene. Die Uberschneidungen zeigen, wie viele der Gene aus den Bereichen in beiden Ansatzen gemeinsam
vorkommen. Die erste Zahl in Klammern zeigt alle potenziell transkriptionsregulierenden Gene aus der Gesamtmenge an, die
zweite Zahl nur die Transkriptionsfaktoren. Die potenziell transkriptionsregulierenden Gene und die Transkriptionsfaktoren
sind in allen Gruppen hochregulierter Gene signifikant angereichert (Sternmarkierung). Die Transkriptionsfaktoren sind
auBerdem in den herunterregulierten Genen der Msgn1-Reporter exprimierenden Zellen im Ansatz mit Wnt3a und Noggin
angereichert (alle p-Werte<0,01).
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regulierenden Faktoren signifikant angereichert sind (p<0,01). Unter den herunterregulierten
Genen war keine signifikante Anreicherung dieser Faktoren erkennbar (p-Wert>0,05).
96 Stunden nach Beginn Stimulation mit WNT3a und Noggin waren in den T-Reporter
exprimierenden Zellen nur die Transkriptionsfaktoren im engeren Sinne signifikant

angereichert (p<0,05).

Analyse der differenziell exprimierten Gene

Unter den als hochreguliert eingestuften Genen sollten Faktoren identifiziert werden, die eine
bislang unbekannte Rolle in der Bildung paraxialen Mesoderms spielen. Zur Validierung der
Parameter, die zur Bestimmung hochregulierter Gene angewandt wurden, wurden die als
hochreguliert eingestuften Gene nach bekannten Markergenen durchsucht (Tabelle 1). Unter
den in T-Reporter exprimierenden Zellen hochregulierten Genen waren in beiden Anséatzen
die Primitivstreifenmarker T (Wilkinson et al. 1990, Rivera-Perez et al. 2005, Inman et al.
2006), Gsc (Blum et al. 1992, Conlon et al. 1994), Fgf8 (Crossley et al. 1995, Lorenzi et al.
1995), Mix/1 (Pearce et al. 1999, Robb et al. 2000) und Evx7 (Dush et al. 1992) zu finden
(Tabelle 1). AuBerdem wurden die hochregulierten Gene nach Markergenen fiir paraxiales
Mesoderm durchsucht (Tabelle 1). Alle neun untersuchten Markergene fUr paraxiales
Mesoderm waren in den Msgni-Reporter exprimierenden Zellen hochreguliert, wenn die
Zellen mit WNT3a und Noggin stimuliert wurden. Die Gene Tbx6 (Chapman et al. 1996),
Uncx (Neidhardt et al. 1997), DII1 (Bettenhausen et al. 1995), Pdgfra (Takakura et al. 1997),
Foxc2 (Winnier et al. 1997) und Tcf15 (Burgess et al. 1995) waren im Differenzierungsansatz
mit BMP4 und DKK1 nicht unter den hochregulierten Genen. Die Gene Meox1 (Candia et al.
1992), Foxc1 (Sasaki et al. 1993) und Notch1 (Amo et al. 1992) waren dagegen in beiden
Differenzierungsansétzen verstarkt aktiv.

Im Embryo entstehen entlang der antero-posterioren Ausstreckung des Primitivstreifens
unterschiedliche Gewebe. Im Experiment wurden bei der Differenzierung mit WNT3a die
Bmp-Signale inhibiert wahrend bei der Stimulation mit BMP4 die Wnt-Signale blockiert
wurden. Daher wurde untersucht, ob die hochregulierten Gene beider Ansatze auf die
Entstehung von Zellen des anterioren Primitivstreifens oder seiner Derivate hindeuten. Von

19 Genen, die im anterioren Primitivstreifen und im Primitivknoten exprimiert sind (Tamplin et
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Tabelle 1: Gewebespezifische Mar-
kergene unter den differenziell ex-
primierten Genen. Die Listen der als
differenziell  exprimiert eingestuften
Gene wurden nach Markergenen fiir
Primitivstreifen und paraxiales Meso-
derm untersucht. In den Zeilen sind
die untersuchten Markergene grup-
piert, die Spalten zeigen die unter-
suchte Zellpopulation zu den angege-
benen Messzeitpunkten an. ,+* gibt
an, dass das untersuchte Gen als
verstérkt exprimiert eingestuft wurde,
,~ zeigt eine Reduktion der Transkript-
menge an. T war erwartungsgeman in
allen Zellpopulationen hochreguliert,
die eine T-Reporteraktivitdt zeigten.
Von 20 Genen, deren Expression im
Primitivknoten beschrieben ist, wurden
12 in den T-Reporter exprimierenden
Zellen bei der Stimulation mit WNT3a
und Noggin verstérkt exprimiert, 11
davon nach 96 Stunden, vier bereits
nach 72 Stunden. Alle 9 untersuchten
Markergene fir paraxiales Mesoderm
waren in den Msgni-Reporter expri-
mierenden Zellen aktiviert, wenn sie
mit WNT3a und Noggin stimuliert
wurden. Sechs Markergene fiir defini-
tives Endoderm ftreten in den
T-Reporter  exprimierenden ~ Zellen
nach der Stimulation mit WNT3a und
Noggin verstérkt auf, keins in den
Msgn1-Reporter exprimierenden Zel-
len.
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al. 2008), waren 12 in den T-Reporter exprimierenden Zellen des Differenzierungsansatzes
mit WNT3a und Noggin hochreguliert (Tabelle 1). Bei der Differenzierung mit BMP4 und
DKK1 war keines dieser Gene hochreguliert. Das charakteristische Markergen fir den
Primitivstreifen Foxa2 (Ang et al. 1993) war mit den verwendeten stringenten Parametern
nicht unter den differenziell exprimierten Genen zu finden. Wurde die Stringenz fir den
lllumina Detektionswert von 0,99 auf 0,5 verringert, ist auch flr Foxa2 eine rund 26fach
verstarkte Expression in den T-Reporter exprimierenden Zellen nach 72 Stunden
Differenzierungsdauer zu erkennen, jedoch nur bei der Differenzierung mit WNT3a und
Noggin.

Dartber hinaus wurde untersucht, ob bei der Differenzierung mit WNT3a und Noggin auch
vermehrt Derivate des Primitivknotens und des anterioren Primitivstreifens entstehen. Von
15 Genen, die im definitiven Endoderm des Embryos exprimiert sind (Tamplin et al. 2008),
wurden neun Gene als differenziell exprimiert eingestuft (Tabelle 1). Sechs dieser Gene
(Cert, Foxal, Gprc5c, Shh, Sox17, Tmprss2) waren nur im Differenzierungsansatz mit
WNT3a und Noggin hochreguliert. Allein Trh wurde bei der Differenzierung mit BMP4 und
DKK1 verstarkt exprimiert. Zusammengenommen lief3 sich bei der Analyse der differenziell
exprimierten Gene feststellen, dass die bei der Differenzierung von paraxialem Mesoderm
und weiterer Derivate des anterioren Primitivstreifens erwarteten Markergene im in vitro
Modell hochreguliert waren. Es war deutlich, dass diese Markergene nur bei der
Differenzierung mit WNT3a und Noggin, jedoch nicht mit BMP4 und DKK1 hochreguliert

wurden, obwohl der Msgn1-Reporter in beiden Ansatzen aktiviert werden konnte.

Verteilung differenziell exprimierter Gene auf den Chromosomen

Es wurde untersucht, ob die differenziell exprimierten Gene gehauft auf bestimmten Chromo-
somen liegen (Abbildung 25). Vor dem Hintergrund der 18097 auf dem Chip repréasentierten
Gene, konnte fest gestellt werden, dass deregulierte Gene in signifikanter Haufung auf be-
stimmte Chromosomen verteilt waren. Beide Differenzierungsansatze zeigten abgesehen
von einer Haufung aktivierter Gene auf Chromosom 11 wenig Ahnlichkeit. Bei der
Differenzierung mit WNT3a und Noggin lagen herunterregulierte Gene aller fluoreszierenden

Zellpopulationen signifikant hdufig auf dem Chromosom 4 (p<0,01). Mit der Aktivierung des
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Msgn1-Reporters anderte sich die Verteilung der differenziell exprimierten Gene in diesem
Ansatz deutlich. Die aktivierten Gene lagen gehauft auf Chromosom 2, wahrend deaktivierte
Gene insbesondere auf Chromosom 15 zu finden waren (beide p<0,01), wobei kein
aktiviertes Gen auf dem Chromosom 15 lag (p<0,05). Bei der Differenzierung mit BMP4 und
DKK1 lagen besonders viele deregulierte Gene auf Chromosom 9 (p<0,05). Die in den
Msgni-Reporter exprimierenden Zellen deaktivierten Gene waren in diesem Ansatz

insbesondere auf den Chromosomen 1 und 13 zu finden, wéahrend die hochregulierten Gene
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Abbildung 25: Lokalisierung der differenziell exprimierten Gene auf den Chromosomen. Von den differenziell
exprimierten Genen der T-Reporter und Msgn1-Reporter exprimierenden Zellpopulationen wurden die Genorte den
Chromosomen zugeordnet und mit dem Anteil aller auf dem Chip reprdsentierten Gene auf dem Chromosom verglichen
(schwarze Striche). Die grauen Balken zeigen den Anteil der hochregulierten Gene an, die auf dem Chromosom liegen, die
weiBen Balken den Anteil der herunterregulierten Gene. Stark signifikante Abweichungen vom Referenzwert (p-Wert<0,01)
sind durch zwei Sterne markiert. Weniger signifikante Abweichungen (p-Wert<0,05) durch einen Stern. Ein signifikant erhdhter
Anteil aktivierter Gene liegt in allen Populationen beider Ansatzen auf Chromosom 11 (p<0,05). Im Ansatz mit WNT3a und
Noggin sind auf dem Chromosom 4 in allen Populationen herunterregulierte Gene mit stark signifikanter Haufung vertreten
(p<0,01). In den Msgn1-Reporter exprimierenden Zellen dieses Ansatzes liegen hochregulierte Gene gehauft auf Chromosom
2 (p<0,01). Auf Chromosom 15 wurde in dieser Zellpopulation dagegen kein verstarkt exprimiertes Gen gefunden, jedoch ein
stark signifikant erhdhter Anteil reduziert exprimierter Gene. Die deregulierten Gene hdufen sich bei der Differenzierung mit
BMP4 und DKK1 auf andere Chromosomen als im Ansatz mit WNT3a und Noggin. (Std=Stunden)
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auf Chromosom 12 lagen (alle p<0,05). In den beiden Differenzierungsanséatzen traten damit

deutliche Unterschiede in der Verteilung deregulierter Gene auf den Chromosomen auf.

Gene mit méglicher Funktion in der Entstehung paraxialen Mesoderms

Nach Stimulation mit WNT3a und Noggin wurden in den T-Reporter exprimierenden Zellen
Gene aktiviert, die im anterioren Bereich des Primitivstreifens und seiner Derivate exprimiert
sind. In der aus diesen Zellen entstehenden Subpopulation mit aktiviertem Msgn1-Reporter
konnten zahlreiche hochregulierte Gene gefunden werden, die charakteristisch fir paraxiales
Mesoderm sind. Unter den hochregulierten Genen dieser Zellpopulation kénnen daher
weitere Faktoren vermutet werden, die eine bislang unbekannte Rolle in der Bildung

paraxialen Mesoderms spielen.

Unbekannte
(14)

Transkription
(23)

Sonstige
(16)

Rezeptoren
(10)

Liganden + Extrazellulare

- Matrix
Antagonisten Signalwege + (8)
(5) Kinasen
(6)

Abbildung 26: Klassifizierung hochregulierter Gene in paraxialem Mesoderm nach Funktion. Das Diagramm zeigt die
Klassifizierung von Genen, die in den Msgni-Reporter exprimierenden Zellen nach Stimulation mit WNT3a und Noggin
hochreguliert waren. In der Gruppe , Transkription® sind Transkriptionsfaktoren und Gene zusammengefasst, die nicht an DNS
binden, jedoch im Nukleus mit den Transkriptionsfaktoren interagieren. Liganden und Antagonisten schlieBen Rezeptor-
Liganden und Antagonisten aus dem extrazelluldren Raum ein, die wie beispielsweise Sfrp die Ligandenbindung an die
Rezeptoren modulieren kdnnen. Alle Proteine mit Kinase-Aktivitat sowie Faktoren, die an der Perzeption und Weiterleitung
von Signalen im Zytoplasma beteiligt sind, sind der Gruppe ,Signalwege und Kinasen" zugeordnet.

Die hochregulierten Gene wurden zunachst manuell nach ihrer Funktion in sieben Gruppen
klassifiziert (Abbildung 26). Vier dieser Gruppen wurden nach Kandidatengenen mit direktem
und zellautonomem Einfluss auf die Genexpression durchsucht. Zu den transkriptions-

regulierenden Genen wurden die bekannten Transkriptionsfaktoren sowie weitere Gene
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Abbildung 27: Expressionsverlauf der Kandidatengene. Die Expressionswerte der hochregulierten Gene in der
Msgn1-Reporter exprimierenden Zellpopulation nach Stimulation mit WNT3a und Noggin wurden mit den
Expressionswerten nach Stimulation mit BMP4 und DKK1 im Zeitverlauf verglichen. Gene die nur nach Stimulation
mit WNT3a und Noggin hochreguliert waren, wurden als Kandidatengene angesehen. Die Abbildung zeigt diese
Gene, eingeteilt in funktionale Gruppen. Fir jedes Gen wurde der héchste aller gemessenen Expressionswerte auf
100 (y-Achse) gesetzt und die anderen Werte im Verhaltnis dazu angegeben. Werte die nicht genau bestimmt werden
konnten (Detection < 0,99) wurden nicht beriicksichtigt. Man erkennt, dass die ausgewahlten Gene nur in der Msgn1-
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Reporter exprimierenden Population des Ansatzes mit WNT3a und Noggin verstérkt exprimiert sind.
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gruppiert, die im Nukleus an die DNS oder die Transkriptionsfaktoren binden. Weitere
Kandidatengene wurden unter den Rezeptoren sowie unter den Kinasen und
zytoplasmatischen Signalproteinen gesucht. AuBerdem wurden Gene mit bislang
unbekannter Funktion nach mdglichen Faktoren untersucht, die eine zellautonome Rolle in
der Bildung paraxialen Mesoderms haben. Gene, die den anderen Gruppen zugeordnet
wurden, haben vermutlich keinen bedeutenden Einfluss auf die Zelldifferenzierung, oder sie
wirken nicht zellautonom und wurden daher nicht naher betrachtet. Die Expression der Gene
im Verlauf der Differenzierung in beiden Ansétzen wurde mit einander verglichen. Gene, die
im Ansatz mit WNT3a und Noggin, jedoch nicht bei der Verwendung von BMP4 und DKK1,
besonders in der Msgni-Reporter exprimierenden Population hochreguliert waren, wurden
als Kandidatengene ausgewahlt (Abbildung 27).

Unter den transkriptionsregulierenden Genen und wurden 13 Gene mit dem gesuchten
Expressionsprofil gefunden (Foxc1, Foxc2, Hoxa2, Hoxd3, Hoxd4, Lmo2, Meox1, Nkx3-1,
Tbx1, Tbx6, Tcf15, Twist1, Uncx), von den Rezeptoren wurden 4 Gene ausgewahlt (Ednra,
Notch1, Pthr1, Stra6). Unter den Kinasen und anderen Proteinen, die bei der Weiterleitung
der Signale im Zytoplasma beteiligt sind, konnten 3 Kandidaten gefunden werden (Map3k®é,
Reln, Nkd2) und unter den Genen mit unbekannter Funktion waren 8 Kandidatengene
(6230427J02Rik, Bc039093, Cd248, Loc100046120, Mfap4, Nbl1, Nrarp, Tmem132c).
Insgesamt konnten mit der beschrieben Differenzierungsmethode und den verwendeten
Auswahlparametern 28 Kandidatengene gefunden werden, die eine mégliche Rolle in der

Bildung paraxialen Mesoderms spielen.
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Diskussion

In dieser Arbeit wurde ein Verfahren entwickelt, um embryonale Stammzellen der Maus unter
weitgehend kontrollierten Bedingungen mit hoher Ausbeute zu paraxialem Mesoderm zu
differenzieren. Die Zellen wurden in Kolonien mit definierter GréBe adharent auf fibronektin-
beschichteten Zellkulturschalen differenziert. Zur Steuerung der Differenzierung wurde das
serumfreie Kulturmedium mit den rekombinanten Proteinen WNT3a und Noggin oder BMP4
und DKK1 versetzt. Zur Analyse der in vitro Differenzierung wurde eine embryonale
Stammzelllinie generiert, die beim Eintritt in das Primitivstreifenstadium einen T-Reporter
und bei der Entstehung paraxialen Mesoderms einen Msgni-Reporter aktivierte. Mit Hilfe
der unterschiedlich fluoreszierenden Reportergene konnte der Ablauf der Differenzierung in
vitro verfolgt, die Ausbeute an differenzierten Zellen quantifiziert und die Zellen beider
distinkter Stadien fir n&here Untersuchungen isoliet werden. Die Analyse der
transkriptionellen Besonderheiten der Reporter exprimierenden Zellpopulationen zeigte
bedeutende Unterschiede in der in vitro Differenzierung in Abh&ngigkeit von den zugege-
benen Signalproteinen. Obwohl in beiden Differenzierungsansatzen sowohl ein Primitiv-
streifenstadium durchlaufen wurde und Msgni-Reporter exprimierende Zellen entstanden,
bildeten sich nur unter Einfluss der Signalproteine WNT3a und Noggin Zellen mit den
transkriptionellen Eigenschaften des paraxialen Mesoderms, jedoch nicht bei der
Verwendung von BMP4 und DKK1. Unter dem Einfluss von WNT3a und Noggin wurden
darlber hinaus weitere charakteristische Gene fur den anterioren Primitivstreifen und seiner
Derivate aktiviert. Das hier beschriebene in vitro Modell zur Mesodermdifferenzierung konnte
fir eingehende transkriptionelle Untersuchungen genutzt und neue Gene mit mdglicher
Funktion in der Entwicklung paraxialen Mesoderms konnten identifiziert werden.

Die Abfolge der Expression untersuchter Markergene bei der in vitro Differenzierung zeigte,
dass die Zellen in beiden Differenzierungsansatzen ihren Stammzellcharakter verloren und
ein Epiblastenstadium sowie ein Primitivstreifenstadium durchliefen um schlieBlich
Mesoderm oder Endoderm zu generieren. Die Aktivierung und Deaktivierung der
Markergene konnte zu scharf abgegrenzten Zeitpunkten beobachtet werden. Die Abfolge

und die zeitliche Préazision der Markergenaktivierung wiesen darauf hin, dass bei der
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Differenzierung in vitro in den Zellen &hnliche Prozesse in der gleichen Abfolge ablaufen wie
im Embryo. Der Ubergang zu bestimmten embryonalen Gewebetypen erschien entsprech-
end auch in vitro nur méglich, wenn zuvor bestimmte Differenzierungsstadien durchlaufen
worden sind. In den fluoreszierenden Zellpopulationen beider Ansatze wurde ein signifikant
erhéhter Anteil von Transkriptionsfaktoren und potenziell transkriptionsregulierenden
Faktoren unter den aktivierten Genen ermittelt. Dies zeigte, dass in den untersuchten
Zellpopulationen starke transkriptionelle Verédnderungen statt fanden und noch keine
terminale Differenzierung erfolgt war. Im Vergleich der differenziell exprimierten Gene
konnten groBe Uberschneidungen in beiden Ansatzen gefunden werden. Dennoch zeigten
insbesondere die Unterschiede in der Expression spezifischer Markergene, dass in beiden

Anséatzen unterschiedliche Entwicklungsrichtungen eingeschlagen wurden.

Analyse der Mesodermbildung im in vitro Modell

Induktion des Primitivstreifenstadiums in vitro

Die Expression des Primitivstreifenmarkers T (Brachyury) konnte in dieser Arbeit sowohl
durch die Stimulation mit Serum als auch durch kombinierte Zugabe von BMP4 und DKK1
oder WNT3a und Noggin ausgelést werden. Experimente an Mausen, Knochenfischen
(Danio rerio), Amphibien (Xenopus laevis) und embryonalen Stammzellen der Maus zeigten,
dass sowohl Signale des kanonischen Wnt-Signalweges als auch Nodal-Signale fur die
Bildung des Primitivstreifens im Wirbeltierembryo essentiell sind (Conlon et al. 1994, Jones
et al. 1995, Feldman et al. 1998, Liu et al. 1999, Vonica et al. 2002, Gadue et al. 2006,
Nostro et al. 2008). Ubereinstimmend damit wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass fur die
Induktion des Primitivstreifens in vitro die Zugabe von rekombinantem WNT3a bei
gleichzeitiger Hemmung des BMP-Signalweges ausreicht, um sowohl eine endogene
Expression von Nodal zu erhalten, als auch das fur die Induktion der T-Expression ebenfalls
erforderliche Wnt-Signal bereit zu stellen.

Bei Zugabe von BMP4 und DKK1 in das Kulturmedium wurde wie im Ansatz mit WNT3a und
Noggin endogenes Whnt3 aktiviert und die Expression von endogenem Nodal wurde zun&chst
aufrecht erhalten. Bmp-Signale sind im Eizylinder zwar fir das Auslésen der Gastrulation

unbedingt notwendig (Mishina et al. 1995), der Primitivstreifen entwickelt sich jedoch auch,
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wenn die Epiblastzellen nach gewebespezifischer Ablation des Bmp-Rezeptors Bmpria kein
Bmp-Signal empfangen kénnen (Miura et al. 2006), Bmp-Signale also nicht direkt auf die
gastrulierenden Zellen einwirken. Experimente an embryonalen Stammzellen und
Embryonen der Maus zeigten, dass Bmp-Signale die Expression von Wnt3 im visceralen
Endoderm und im Epiblasten induzieren (Ben-Haim et al. 2006, Nostro et al. 2008) und ohne
kanonisches Whnt-Signal kein Nodal aktivieren kénnen (Liu et al. 1999). Die Induktion der
Gastrulation durch Bmp-Signale wahrend der in vitro Differenzierung geschieht demnach
wahrscheinlich Uber die Aktivierung von endogenem Wnt3 in den differenzierenden
Stammzellen. Im Gegensatz zu friheren Berichten (Gadue et al. 2006, Nostro et al. 2008),
gelang die Aktivierung des T-Reporters in dieser Studie trotz der Zugabe des Wnt-Inhibitors
DKK1. Dies kénnte damit erklart werden, dass BMP4 als Morphogen konzentrations-
abhangig wirkt und die hier verwendete hohe BMP4-Konzentration von 10ng/ml eine
besonders starke Induktion von Wnt-Genen zur Folge hatte. Das resultierende autokrine
Wnt-Signal konnte daher wesentlich starker sein, als bei Nostro et al. (2008) und eventuell
nicht mehr vollstandig durch das DKK1 im Medium inhibiert werden. Dariiber hinaus wurden
die Zellen adharent auf Fibronektin kultiviert, was die Expression des T-Reporters
unterstiitzen kann (Evans et al. 2007). Die Aktivierung der T-Expression durch Serum ist
dagegen vermutlich dem Anteil an Signalstoffen im Serum zuzuschreiben. Inbesondere
konnte in Kalberserum zuvor eine BMP-Signalaktivitdt nachgewiesen werden (Kodaira et al.

2006).

Paraxiales Mesoderm entsteht in vitro bei der Stimulation mit WNT3a und Noggin

Neben dem Auslésen der Gastrulation wirken die Signale von Bmp, Wnt und Nodal auf die
Entwicklung des Primitivstreifens und seiner Derivate. Im Eizylinder unterliegen die
verschiedenen Abschnitte entlang der antero-posterioren Achse des Primitivstreifens dem
Einfluss unterschiedlicher Signale. Wahrend am posterioren Primitivstreifen sowie im
extraembryonalen Ektoderm Bmp2 und Bmp4 exprimiert werden, sind am anterioren
Primitivstreifen vor allem Nodal und Bmp-Antagonisten aktiviert (Conlon et al. 1994, Winnier
et al. 1995, Collignon et al. 1996, Acampora et al. 1998, Biben et al. 1998, Rhinn et al. 1998,
Shawlot et al. 1998, Beddington et al. 1999, Coucouvanis et al. 1999, Acampora et al. 2001,
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Brennan et al. 2001, Yamamoto et al. 2004). Wnt3a und Wnt3 werden dagegen im gesamten
Primitivstreifen transkribiert (Takada et al. 1994, Liu et al. 1999). Die unterschiedlichen
Signaleinfliisse und die resultierende Expression unterschiedlicher Gene (Pfister et al. 2007)
spiegelt sich darin wieder, dass entlang des Primitivstreifens unterschiedliche Gewebe
entstehen (Lawson et al. 1991, Kinder et al. 2001a).

In dieser Arbeit wurden der Wnt-Signalweg und der Bmp-Signalweg durch die Zugabe
rekombinanter Proteine aktiviert. Bei der Verwendung von WNT3a wurde der Bmp-
Signalweg durch die Zugabe von Noggin inhibiert, wahrend der Verwendung von BMP4 der
Wht-Inhibitor DKK1 zugegeben wurde. Die fehlende Aktivierung der Markergene flr den
anterioren Primitivstreifen einschlieBlich des Primitivknotens bei der Stimulation mit BMP4
und DKK1 zeigte, dass die entstehenden Zellpopulationen des Primitivstreifenstadiums auf
transkriptioneller Ebene wenig Ahnlichkeit mit den Zellen des anterioren Primitivstreifen
hatten. Dagegen deutete die Expression einer Vielzahl der Markergenen darauf hin, dass bei
der in vitro Differenzierung mit WNT3a und Noggin Zellen mit transkriptioneller Ahnlichkeit
zum anterioren Primitivstreifen und Primitivknoten entstanden. In embryonalen Stammzellen
aktiviert eine hohe Konzentrationen von Activin A, das auf die Zellen ahnlich wie Nodal wirkt,
in serumfreiem Medium die Marker fir anterioren Primitivsireifen einschlieBlich des
Primitivknotens und Endoderm, eines Derivats dieser Struktur (Kubo et al. 2004, Tada et al.
2005, Yasunaga et al. 2005, Gadue et al. 2006), wahrend geringere Konzentrationen Zellen
mit Charakteristika weiter posteriorer Abschnitte des Primitivstreifens entstehen lassen
(Gadue et al. 2006). In dieser Studie war Nodal in den embryonalen Stammzellen und
wahrend der ersten Differenzierungstage in beiden Ansatzen aktiviert. Nach dem Einsetzen
der T-Expression wurde es nur bei der Differenzierung mit WNT3a und Noggin mit
abgeschwéchter Intensitat weiter exprimiert. Es ist daher méglich, dass in erster Linie das
Nodal-Signal fir die Expression der Markergene des anterioren Primitivstreifens verant-
wortlich ist. Bei seruminduzierter Differenzierung von embryoid bodies verstéarkt eine partielle
Inhibierung des kanonischen Wnt-Signals durch chemische Wirkstoffe die Aktivitat eines
Reporters fir Foxa2, einem Markergen des anterioren Primitivstreifens (Gadue et al. 2006).
Das legt nahe, dass Wnt-Signale zwar die Expression von Nodal unterstitzen, der

Spezifizierung des anterioren Primitivstreifens durch Nodal-Signale aber entgegen wirken.
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Beziglich der Expression von Markergenen fiir den Primitivknoten ist es eine interessante
Beobachtung in dieser Arbeit, dass bei der in vitro Differenzierung mit WNT3a und Noggin
eine Zellpopulation mit besonders intensiver T-Reporterexpression entstand. Die Tatsache,
dass der Reporter im Primitivknoten der untersuchten Embryonen ebenfalls besonders
intensiv aktiviert war, lasst vermuten dass bei der in vitro Differenzierung unter Wnt-Einfluss
Zellen mit Eigenschaften des Primitivknotens generiert wurden. Die erhdhte Intensitat der
Expression des fluoreszenten Reporters kénnte damit zusammen hangen, dass Zellen des
Primitivknotens Uber einen verldngerten Zeitraum in dieser Struktur verbleiben und so das
fluoreszierende Protein akkumulieren. Dagegen durchwandern die Zellen des Mesoderms
und des Endoderms den Primitivstreifen vergleichsweise zlgig und exprimieren den
Reporter nur transient. Es ist daher vorstellbar, dass es sich bei den in vitro entstehenden
stark fluoreszierenden Zellen tatsachlich um Zellen mit Organisatoreigenschaften handelte,
die &hnlich wie die Zellen des Primitivknotens in vivo besonders lange T exprimierten. Durch
Isolation und nahere Untersuchung dieser Zellen kdnnte geklart werden, ob diese Zellen fir
die Expression der Markergene des Primitivknotens in der T-Reporter exprimierenden
Population verantwortlich sind. Es kdénnte weiter untersucht werden, ob es sich eventuell
tatsachlich um Zellen mit Organisatoreigenschaften handelt oder ob sie einer Subpopulation
des Primitivknotens &hneln.

Neben der Ausbildung verschiedener Abschnitte des Primitivstreifens zeigten die
Expressionsdaten auch, dass die Derivate des anterioren Primitivstreifens einschlieBlich des
Primitivknotens nur bei der Differenzierung mit WNT3a und Noggin entstanden. Nur bei der
in vitro Differenzierung mit WNT3a und Noggin entstanden Zellen, die Markergene des
paraxialen Mesoderms und des Endoderms exprimierten, jedoch nicht bei der Stimulation mit
BMP4 und DKK1. Manipulationen in den Signalwegen fir Bmp, Wnt und Nodal geben
Aufschluss Uber die Rolle dieser Signale bei der Musterbildung im Primitivstreifen und im
nascenten Mesoderm sowie im Endoderm. Ein starkes Nodal-Signal scheint die Entstehung
des anterioren Primitivstreifens und seiner Derivate zu férdern. So zeigen Maus-Embryonen
mit einer hypomorphen Nodal-Mutation Defekte in der Ausbildung des Primitivknotens und
der aus ihm entstehenden Gewebe, wie der Prachordalplatte, des Notochords und des

definitiven Endoderms (Lowe et al. 2001). Ein starkes Wnt-Signal wirkt auf die Zellen des
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anterioren Primitivstreifens dagegen antagonistisch zu Nodal und induziert die Eigenschaften
der posterior anschlieBenden Abschnitte. Denn werden im Maus-Embryo die co-Rezeptoren
fir den kanonischen Wnt-Signalweg, Lrp5 und Lrp6 derart mutiert, dass nur wenig Wnt-
Signal von den Zellen perzipiert werden kann, zeigen die Embryonen eine Expansion des
anterioren Primitivstreifens und seiner Derivate nach caudal, jedoch keine Tbx6-Expression
und bilden kein paraxiales Mesoderm (Kelly et al. 2004). Die Zugabe von rekombinantem
WNT3a in die Differenzierungskultur kénnte demnach zumindest teilweise Uber die
Aktivierung von Nodal zur Expression von Markergenen fir den anterioren Primitivstreifen
einschlieBlich des Primitivknotens geflhrt haben. Gleichzeitig wirkten das zugegebene
WNT3a sowie die aktivierten endogenen Wnt-Signale antagonistisch zu Nodal und
begunstigten die Entwicklung paraxialen Mesoderms. Eine erhéhte Konzentration von
WNT3a im Differenzierungsmedium kénnte demnach der Expression von Markergenen fir
den Primitivknoten verstarkt entgegen wirken und zur verbesserten Induktion paraxialen
Mesoderms fuhren.

Bei der Differenzierung mit BMP4 und DKK1 wurden kaum Anzeichen fur die Entstehung
anterioren Primitivstreifens, Endoderms oder paraxialen Mesoderms gefunden. Zum Einen
kann dies der Wirkung von DKK1 als Wnt-Inhibitor zugeschrieben werden. Darlber hinaus
zeigen Bmp-Signale in vitro eine posteriorisierende Wirkung, wobei die Zugabe von BMP4
oder Serum zur Expression von Kdr fOhrt, einem Marker flr posterior entstehendes
Mesoderm das kein definitives Endoderm mehr bilden kann (Kubo et al. 2004, Park et al.
2004, Ema et al. 2006, Gadue et al. 2006, Kodaira et al. 2006, Nostro et al. 2008). Dartber
hinaus kann die Expression von Markergenen fir den anterioren Primitivstreifen in mit
WNT3a und Activin A stimulierten Differenzierungskulturen durch Bmp-Signalinhibition
verstarkt werden (Nostro et al. 2008). Demnach scheint auch BMP4 eine antagonistische
Wirkung auf die Entstehung anterioren Primitivstreifens und seiner Derivate zu haben. Die
Wirkung von Bmp-Signalen auf das sich entwicklende Mesoderm zeigen Embryonen mit
gewebespezifischer Bmpria-Ablation im Epiblasten. Sie bilden ektopische Somitenreihen auf
Kosten des Seitenplattenmesoderms aus, zeigen keine Herzanlagen, wenig Dottersack-
mesoderm und eine verkimmerte Allantois (Miura et al. 2006). Bmp-Signale scheinen

demnach notwendig, um das aus dem posterioren Primitivstreifen auswandernde Mesoderm
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zu Geweben zu spezifizieren, die caudal des paraxialen Mesoderms entstehen. Die
Spezifizierung paraxialen Mesoderms kann demnach durch ein dominantes Bmp-Signal
inhibiert werden und die Differenzierung weiter posterior entstehenden Mesoderms
begtinstigen.

Es konnte gezeigt werden, dass die Bildung des Primitivstreifens und die Spezifizierung
unterschiedlicher Derivate durch die Zugabe unterschiedlicher Signale in vitro modelliert
werden kann. Im hier vorgestellten Differenzierungsverfahren wirkt das zugegebene Wnt-
Signal positiv auf die Generierung von paraxialem Mesoderm und seine unmittelbaren
Vorlauferzellen. Dabei wirkt es vermutlich der durch Nodal induzierten Bildung des anterioren
Primitivstreifens und seiner Derivate entgegen. Eine héhe Konzentration von WNT3a im
Differenzierungsmedium koénnte folglich die Bildung von paraxialem Mesoderm weiter
unterstitzen. Am in vitro Modell kbnnte ebenfalls untersucht werden, bis zu welchem Grad
Nodal-Signale zu inhibieren sind, um die Entstehung paraxialen Mesoderms zu férdern. Die
Inhibierung von Bmp-Signalen durch die Zugabe von Noggin in das Differenzierungsmedium
mit WNT3a verhinderte vermutlich die Spezifizierung mesodermaler Gewebe, die im Embryo
caudal des paraxialen Mesoderms entstehen. Zusammenfassend unterstreichen die
Untersuchungsergebnisse die Rolle der Wnt-Signale in der Spezifizierung paraxialen
Mesoderms. Es zeigt auch, dass die in vitro Kultur in serumfreiem Medium in Verbindung mit
rekombinanten Signalproteinen aufgrund ihrer Flexibilitat eine leistungsfahige Methode fur

die Modellierung embryonaler Vorgénge darstellt.

Msgn1-Reporter exprimierende Zellen bilden nicht nur paraxiales Mesoderm in vitro

Obwohl die Differenzierung mit BMP4 und DKK1 einen groBen Anteil Msgni-Reporter
exprimierender Zellen hervor brachte, konnte keine Aktivierung weiterer Markergene fir
paraxiales Mesoderm festgestellt werden. Die Aktivitdt des Msgn1-Reporters in Embryonen
konnte darUber hinaus entlang des gesamten Primitivstreifens beobachtet werden. Bereits in
vorhergehenden Studien wurde die Msgni-Transkription entlang des gesamten
Primitivstreifens beschrieben (Yoon et al. 2000b). Zusatzlich zeigt B3-Galaktosidase, die unter
der Kontrolle eines Msgni-Promoterfragments exprimiert wird, bei 9,5 Tage alten

Embryonen neben dem paraxialen Mesoderm auch im lateralen Mesoderm sowie in einer
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Region ventral des tail bud Aktivitat (Wittler et al. 2007). Diese Beobachtungen legen nahe,
dass die Aktivierung von Msgn1 nicht zwangslaufig paraxiales Mesoderm und seine
Vorlauferzellen markiert, da das paraxiale Mesoderm nur aus dem Abschnitt des
Primitivstreifens entsteht, der caudal an den Primitivknoten anschlie3t (Lawson et al. 1991,
Kinder et al. 1999). Vielmehr scheint Msgn1 auch in anderen, caudal am Primitivstreifen
auswandernden Zellen des nascenten Mesoderms zumindest kurzzeitig exprimiert zu sein.

Die Expression von Tbx6, einem essentiellen Gen fur die Entstehung paraxialen Mesoderms
(Chapman et al. 1998), war bei der in vitro Differenzierung mit WNT3a und Noggin
bedeutend starker als in den Msgni-Reporter exprimierenden Zellen bei der Differenzierung
mit BMP4 und DKK1. Ubereinstimmend damit konnte zuvor gezeigt werden, dass die
Expression von Tbx6 im prasomitischen Mesoderm von der Wnt3a-Expression abhéngig ist
(Wittler et al. 2007). Zudem konnten Wittler und Kollegen zeigen, dass ein Msgni-
Promoterfragment direkt durch kanonische Wnt-Signale im Zusammenspiel mit Tbx6 aktiviert
werden kann (Wittler et al. 2007). Bei der in vitro Differenzierung mit WNT3a und Noggin
wurde der Msgni-Reporter demnach durch das Wnt-Signal in Zusammenspiel mit dem
gleichfalls aktivierten Tbx6 angeregt. In den Zellen, die mit BMP4 und DKK1 stimuliert
wurden, konnte der Msgni-Reporter dennoch stark aktiviert werden, obwohl zum einen das
Wnt-Signal weitgehend inhibiert, und zum anderen kaum verstarkte Expression von Tbx6
erkennbar war. Diesbezuglich ist interessant, dass das von Wittler und Kollegen verwendete
Promoterfragment trotz der Mutierung aller Bindestellen fir T-Box- oder Lef/Tcf-Proteine
noch immer in einer Doméne ventral des tail bud aktiv ist und die B-Galaktosidaseaktivitat
weiterhin im lateralen Mesoderm verbleibt. Die Betrachtung der Genexpression von Bmp2
und Bmp4 im Embryo legt nahe, dass beide Gewebe unter Bmp-Signaleinfluss stehen
(Winnier et al. 1995, Goldman et al. 2000). Dass auch im hier vorgestellten in vitro Modell
durch Stimulation mit BMP4 und DKK1 in groBem AusmafB Msgni1-Reporter exprimierende
Zellen generiert werden konnten, deutet ebenfalls darauf hin dass die Aktivierung des
Msgn1-Reporters nicht allein von einem kanonischen Wnt-Signal und Tbx6 abhéangt,
sondern darlber hinaus durch Bmp-abhangige Prozesse erzielt werden kann. Dass die so
entstehenden Msgni1-Reporter exprimierenden Zellen jedoch keine transkriptionellen

Merkmale paraxialen Mesoderms zeigten, bedeutet dass es unter Bmp-Einfluss nicht zur
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Spezifikation paraxialen Mesoderms kommt und das die Expression von Msgni kein

exklusives Merkmal fir Zellen des paraxialen Mesoderms oder seiner Vorlauferzellen ist.

Epithelial-Mesenchymale Transitionen im in vitro Modell

Zusatzlich zur Differenzierung in paraxiales Mesoderm lief3 sich mit dem in vitro System die
epithelial-mesenchymale Transition (EMT) der Zellen modellieren. Der Expressionsverlauf
von Cdh1, Vim, Twist1 und Snai1 hat gezeigt, dass die Zellen bei der in vitro Differenzierung
zu Mesoderm eine EMT durchlaufen, dhnlich den Zellen des Primitivstreifens in vivo (Shook
et al. 2003, Thiery et al. 2009). Die Analyse zeigte jedoch, dass die EMT im in vitro System
bei der Differenzierung mit WNT3a und Noggin gegeniiber dem anderen Ansatz verzégert ist
und Cdh1in den T-Reporter exprimierenden Zellen nach 96 Stunden noch aktiv war und erst
mit dem Einsetzen der Msgn1-Expression deutlich reduziert wurde. Es ist méglich, dass der
Verlauf der EMT von der Starke der zugegebenen Signale abhangig ist. Es kann jedoch
ebenso darauf hindeuten, dass die EMT auch in vivo im anterioren Primitivstreifen verzdgert
ist. Der migratorische Phanotyp kann notwendig sein, dass Zellen bestimmte Signalumge-
bungen verlassen und in andere Milieus einwandern kénnen, um ein anderes Schicksal
anzunehmen. An Epiblast-Explantaten fihren EMT, die durch einen Antikdrper gegen
e-cadherin ausgeldst werden, zum Verlust des Stammzellmarkers SSEA1 in den Zellen
(Burdsal et al. 1993). Zellen im Primitivstreifen des Embryos, die aufgrund von Mutationen
keine EMT durchlaufen und im Primitivstreifen akkumulieren, exprimieren die frihen
Mesoderm-Marker Lhx1, T und Evx1 sowie Meox1 und Tbx6 (Kitajima et al. 2000, Carver et
al. 2001, Zohn et al. 2006). Dennoch konnte nicht beobachtet werden, dass aus diesen
Zellen weiter spezifizierte Mesodermpopulation wie Herzmesoderm oder paraxiales
Mesoderm entstehen (Kitajima et al. 2000). Da eine feste Abfolge von Signalen fir die
Differenzierung bestimmter Gewebe notwendig sein kann (Gouon-Evans et al. 2006, Naito et
al. 2006, Park et al. 2006, Nostro et al. 2008) ist es denkbar, dass die Mesodermzellen
entlang ihrer Migrationswege im Embryo eine Abfolge unterschiedlicher Signale empfangen.
Dass kann der Grund sein, warum Zellen die den mesenchymalen Phanotyp nicht annehmen
kdnnen, sich im Embryo nicht zu Geweben spezifizieren, die in gréBerer Entfernung zum

Primitivstreifen entstehen. Eine zeitlich kontrollierte EMT in den verschiedenen Bereichen
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des Primitivstreifens kann also eine Voraussetzung daflir sein, dass die Zellen zum richtigen
Zeitpunkt den Primitivstreifen verlassen um in die richtige Signalumgebung zu wandern.
Interessanterweise ist in den T-Reporter exprimierenden Zellen bei der Differenzierung mit
WNT3a und Noggin das Gen Firt3, das fir ein Transmembranprotein kodiert, verstarkt
exprimiert. Dieses Gen ist in Bereichen des Embryos, die epithelial bleiben, exprimiert und
verhindert eine EMT der Zellen (Egea et al. 2008). Die genaue Rolle dieses Gens lieB3e sich
durch eine Analyse der Firt3-Expression wahrend der Ausstreckung des Primitivstreifens und
im in vitro System weiter aufklaren. Die Expression verschiedener EMT-assoziierter Gene
zeigte, dass die vorliegenden Expressionsdaten weiteren Aufschluss darliber geben kénnen,
welche Gene an der Steuerung der EMT entlang des Primitivstreifens beteiligt sind. EMT
sind neben ihrer Rolle in der Gastrulation ein zentraler Vorgang fiir die Progression von
Tumoren. Die Erkenntnisse Uber die Genexpression wahrend der EMT im in vitro Modell
kénnen daher neue Aufschlisse Uber Charakteristika dieser Vorgdnge geben und einen

Grundstein fur die Entwicklung neuer Krebstherapien legen.

Analyse der Lokalisierung differenziell exprimierter Gene auf den Chromosomen

In dieser Arbeit konnten durch Stimulation mit WNT3a und Noggin Zellen mit
transkriptionellen Eigenschaften paraxialen Mesoderms generiert werden. Gene, die
wahrend der in vitro Differenzierung zu paraxialem Mesoderm aktiviert wurden, lagen dabei
gehauft auf den Chromosomen 11 und 2, wéhrend besonders viele deaktivierte Gene auf
den Chromosomen 4 und 15 lokalisiert waren. Die Konzentration differenziell exprimierter
Gene auf bestimmte Regionen des Chromatins kann bedeuten, dass diese Gene nicht
unabhangig von einander reguliert wurden, sondern ganze Chromosomenabschnitte
méglicherweise den gleichen regulatorischen Mechanismen unterliegen. Beim Ubergang
vom Primitivstreifenstadium zu paraxialem Mesoderm war auf3erdem ein markanter Wechsel
in den aktivierten und deaktivierten Chromosomen zu erkennen. Das zeigt an, dass bei der
Festlegung des Zellschicksals zu paraxialem Mesoderm tief greifende Anderungen im
Transkriptom stattfinden. Darilber hinaus konnte bei der Differenzierung unter dem Einfluss
von BMP4 und DKK1 ein abweichendes Aktivierungsmuster der Chromosomen gefunden

werden. Dies ist ein weiterer Hinweis, dass in den beiden hier verwendeten
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Differenzierungsansétzen unterschiedliche Gewebe generiert wurden. Eine genauere
Analyse der aktivierten genomischen Bereiche bei der Differenzierung zu prasomitischem
Mesoderm kann die Suche nach Kandidatengenen flr die Steuerung der Entwicklung von
paraxialem Mesoderm unterstitzen und der Aufklarung von Mechanismen dienen, die der
Differenzierung von spezifischen Geweben zu Grunde liegen.

Bei der Untersuchung ganzer Mausembryonen zwischen Tag 6 und Tag 9 der
Embryonalentwicklung, konnte die hier beschriebene Lokalisierung aktivierter Gene nicht
gezeigt werden (Mitiku et al. 2007). An Tag 8 der Embryonalentwicklung wurde eine
Anreicherung aktivierter Gene auf Chromosom 7 fest gestellt und der Effekt dem Einsetzen
der Somitogenese zugeschrieben. In der Studie wurden jedoch ganze Embryonen ohne ihre
extraembryonalen Gewebe analysiert. Da zeitgleich mit der Entwicklung des paraxiales
Mesoderms eine Vielzahl anderer Prozesse im Mesoderm stattfinden, wie Musterbildung im
neuralen Gewebe und die Herzentwicklung, ist es wahrscheinlich, dass die hier beobachtete
Aktivitdt der Chromosomen in den Daten von Mitiku et al. (2007) keine signifikanten
Anderungen hervorrufen. Das zeigt, dass durch in vitro Studien isolierte Aspekte der

Embryonalentwicklung bedeutend gezielter untersucht werden kénnen.

Identifikation von Genen mit moglicher Rolle in der Differenzierung
paraxialen Mesoderms

Analyse deregulierter Gene in der Entwicklung paraxialen Mesoderms

Unter den aktivierten Genen in der Msgn1-Reporter exprimierenden Population konnten bei
der Differenzierung unter Einfluss von WNT3a und Noggin 28 Gene gefunden werden, die
nur in dieser Population aufBerordentlich stark exprimiert waren und auch bei der
Differenzierung mit BMP4 und DKK1 kaum aktiviert wurden. Vielen dieser Gene konnte
bereits eine Rolle in der Entwicklung des paraxialen Mesoderms zugeschrieben werden. Das
zeigt, dass sich durch die Verwendung des in vitro Differenzierungssystems sowie die
verwendete Methode zur Identifizierung von Kandidatengenen valide Daten generieren
lassen. Die gréBte Gruppe spezifisch aktivierter Gene waren Transkriptionsfaktoren oder an
Transkriptionsfaktoren bindende Proteine. Unter ihnen war das Gen LmoZ2. Es kodiert flr ein

LIM-Zinkfinger Protein das im Nukleus mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren
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komplexieren kann (Wadman et al. 1997, Ono et al. 1998). Obwohl Lmo2 besonders in
hamatopoetischen Zellen exprimiert ist, wurde sein Transkript auch in den Somiten detektiert
(Silver et al. 1997, Manaia et al. 2000). Entsprechend treten in der homozygoten Mutante
hauptsachlich hamatopoetische Defekte auf, jedoch sind auch Defekte in der Somitenbildung
und eine verklrzte antero-posteriore Achse beschrieben. Die Mutation ist embryonal nach
etwa 10 Tagen lethal (Warren et al. 1994). Eine mogliche Rolle von LmoZ2 in der Entwicklung
paraxialen Mesoderms wurde bislang nicht untersucht. Eine gewebespezifische Ablation im
paraxialen Mesoderm konnte Aufschluss Uber die Rolle des Gens bei der Bildung
somitischen Mesoderms geben.

Stra6 war in den in den Msgni-Reporter exprimierenden Zellen deutlich verstarkt exprimiert.
Es kodiert fir einen membranstandigen Rezeptor, dessen mutanter Phanotyp nicht bekannt
ist. Seine Expression wurde wéahrend der Gastrulation im Mesoderm beschrieben, jedoch
nicht im Primitivstreifen (Bouillet et al. 1997). Uber seine Funktion ist nichts bekannt. Die
Expression von Stra6 ist in embryonalen Karzinomzellen durch Retinsdurestimulation
aktivierbar (Bouillet et al. 1997). Retinsdure spielt seinerseits eine Rolle in der
Differenzierung verschiedener Gewebe, unter anderem im anterioren prasomitischen
Mesoderm (Aulehla et al. 2010). Demnach kann Straé eine Rolle in der Entwicklung des
paraxialen Mesoderms spielen.

Map3k6 kodiert fir eine zytoplasmatische Serin/Threonin-Kinase und spielt eine Rolle in der
Weiterleitung extrazellularer Signale, die in der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren
resultiert. Map3k6 kann mit Map3k5 interagieren und nach Stress-Stimuli Apoptose auslésen
(Ortner et al. 2007, Takeda et al. 2007). Darlber hinaus kann Map3k6 auch die
Genexpression von VEGF regulieren (Eto et al. 2009). Mdglicherweise ist die Expression
anderer Gene auch von Map3ké6 reguliert. Ein lethaler Phénotyp ist nicht bekannt, Effekte der
Map3k6-Mutation werden wegen der groBen Anzahl von Map3-Kinasen jedoch
moglicherweise kompensiert (Craig et al. 2008).

Unter den Genen mit unbekannter Funktion konnte die Aktivitat eines LacZ-Reporterproteins
von 6230427j02rik zuvor ab E8,0 beschrieben und im paraxialen Mesoderm nachgewiesen
werden (Reid et al. 2010). Homozygote Mutationen des Gens fihrten in einigen Embryonen

zu Exencephali (Reid et al. 2010), was eine Funktion in EMT bedeuten kann. Weitere Gene
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mit dem gesuchten Expressionsmuster, jedoch mit bislang unbekannter Funktion sind
Bc039093, das flur das Zink-Finger-Protein 362 (ZFP362) kodiert, sowie Tmem132c, das fur
ein membranstandiges Rezeptorprotein kodiert. Diese Gene wurden bislang nicht eingehend

untersucht.

Differenzierung embryonaler Stammzellen in vitro

Adhérente Kolonien verbessern die Differenzierung zu paraxialem Mesoderm

In der vorliegenden Arbeit wurden embryonale Stammzellen sowohl in frei schwimmenden
Kolonien als embryoid bodies als auch auf fibronektinbeschichteten Kulturschalen in serum-
freiem Medium differenziert. Bei der Differenzierung in adhérierten Kolonien konnte eine
deutliche hohere Uberlebensrate der Zellen in serumfreiem Medium erzielt werden. AufBer-
dem stieg der Anteil der Zellen, die nach Stimulation mit WNT3a den Msgn1-Reporter
aktivierten, bei dieser Kulturform deutlich an. Mdglich ist, dass die komplexen dreidimen-
sionalen Strukturen aus vielen unterschiedlichen Geweben, die sich in embryoid bodies
bilden und der resultierende Signalaustausch zwischen den Zellen der Induktion zu paraxial-
em Mesoderm durch WNT3a und Noggin entgegen wirkt (Doetschman et al. 1985, Keller
1995, Robertson et al. 2000, Aubert et al. 2002, Hamazaki et al. 2004). Es ist auBerdem
nicht geklart, wie gut verschiedene Signalproteine aus dem Medium zu den Zellen im
Inneren der Aggregation vordringen. In adhdrenten Kulturen sind die Zellen durch die flache
Morphologie der Kolonien vermutlich besser durch Signale aus dem Medium zu erreichen.
Die Zellen kénnen auBerdem echte basale und apikale Membranbereiche ausbilden und
ahneln morphologisch mehr den Zellen des mehrreihigen Epithels im Epiblasten. Auf3erdem
ist es moglich, dass Zell-Matrix-Interaktionen die Differenzierung der Zellen beeinflussen.
Wéhrend die extrazelluldre Matrix in einem embryoid body in einem wenig kontrollierbaren
Prozess von den Zellen produziert wird, ermdglichen es adhérente Zellkulturen, definierte
Untergrinde zu verwenden und auf diese Weise die Differenzierung zu unterstitzen. Beson-
ders bei der Verwendung von Fibronektin als Untergrund konnte ein besonders gutes Anhef-
ten und Ausbreiten der Kolonien sowie hohe Uberlebensraten im Vergleich mit Gelatine be-
obachtet werden. Ahnlich den embryonalen Stammzellen zeigen Experimente mit Epiblast-

Explantaten, dass das Uberleben epithelialer Zellen auf Fibronektin in serumfreiem Medium
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deutlich héher ist als auf anderen Substraten (Burdsal et al. 1993). Die erhdhten Uberlebens-
raten freischwimmender Kolonien nach Zugabe von Bmp- oder Wnt-Signalproteinen ist glei-
chermafen vermutlich auf die Aktivierung von endogenem Fn1 in den Zellen zurtickzufthren
(ten Berge et al. 2008), wahrend die geringe Anzahl intakter Zellen in reinem serumfreiem
Medium auf die nicht ausreichende Produktion einer extrazellularen Matrix geschuldet ist.

Durch die Aggregation definierter Zellmengen vor Beginn der Differenzierung konnten Kolo-
nien gleicher GréBe ohne innere Differenzierung hergestellt werden. Somit waren weitge-
hend &hnliche Bedingungen in allen Kolonien gewahrleistet. Das Arbeiten mit adh&renten
Zellkolonien hatte dartber hinaus entscheidende technische Vorteile. Die Kolonien konnten
in wesentlich kleineren KulturgefaBen mit bedeutend weniger Medium und damit ressourcen-
sparender differenziert werden. Der Behandlungsaufwand der adhérenten Kulturen war we-
sentlich geringer als in frei schwimmenden Kolonien. Adharente Kolonien eignen sich dem-
nach, sowohl eine Vielzahl verschiedener Bedingungen in kleinen Anséatzen parallel zu unter-

suchen, als auch groBe Mengen spezifischer Zelltypen zu generieren.

Stammezelldifferenzierung in serumhaltigen Kulturen

Die geringe Ausbeute Msgn1i-Reporter exprimierender Zellen bei der Stimulation mit Serum
zeigte, dass sich Serum nicht optimal fur die Generierung spezifischer Zelltypen eignet.
Einzelne Differenzierungsrichtungen kdénnen vermutlich unter Serumeinfluss nicht entstehen,
da bestimmte Signale inhibiert und speziell bendtigte Signale in einer auf einander abge-
stimmten Konzentration oder einer bestimmten Abfolge notwendig sind (Gouon-Evans et al.
2006, Kodaira et al. 2006, Naito et al. 2006, Park et al. 2006, ten Berge et al. 2008, Nostro et
al. 2008). Da Serum eine unbekannte Zusammensetzung von Signalstoffen enthalt, kénnen
vermutlich keine optimalen Bedingungen fiir die Entstehung paraxialen Mesoderms ge-
schaffen werden. Zwar konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Serum férderlich fir das
Wachstum der Zellen ist, dennoch konnte auch gezeigt werden, dass die erhdhte Flexibilitat
bei der Verwendung definierter Medien ungleich mehr Mdéglichkeiten eréffnet, Zellen gezielt
in distinkte Populationen zu differenzieren und die Einflisse einzelner Signale zu analysie-
ren. Daher kann die Verwendung von Serum allein nicht ausreichen, um alle Méglichkeiten,

die die in vitro Differenzierung embryonaler Stammzellen bietet, voll auszuschdpfen.
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Material und Methoden

Die im folgenden nicht n&her beschriebenen Standardmethoden wurden aus Sambrook et al.
(1989) Ubernommen. Diese Methoden waren die Kultivierung und Lagerung von E. coli
Bakterien, Herstellung chemisch und elektrokompetenter Bakterien, Spaltung von DNS mit
Restriktionsendonukleasen, Dephosphorylierung linearisierter DNS, Transformation von
E. coli Bakterien und Auftrennung von Nukleinsduren in Agarosegelen. Abweichungen von
den Verfahren sind im Text angegeben. Nach Angaben der Hersteller wurden durchgeflhrt:
Die Plasmid-DNS-Praparation aus Bakterienkulturen mit QlAprep spin (Qiagen), PCR mit
Phusion High-Fidelity PCR Kit (Finnzymes), Elution von DNS aus Agarosegelen mit dem
Wizard SV Gel and PCR clean-up System (Promega), die radioaktive Markierung von DNS
mit dem Rediprime [l DNA labelling System (Amersham), RNS-Praparation mit Trizol
(Invitrogen), Ligationen mit LigaFast (Promega), cDNS-Synthese aus RNS mit MMLV,
RNAse H reverse Transkriptase (Promega), Konzentrationsmessungen von DNS und RNS
mit dem NanoPhotometer (Implen), Konzentrationsmessungen von RNS mit Qubit (Invitro-
gen). Sequenzierungen von Plasmiden wurden von MWG-Biotech (Ebersberg) oder Agowa

(Berlin) durchgefihrt.

Folgende Gerate wurden verwendet: Pipetten (Eppendorf, Gilson), Mehrkanalpipetten,
Tischzentrifugen und Zellkulturzentrifugen (Eppendorf), Elektroporator Gene Pulser
(BioRad), Inversmikroskop (Leica), Inversmikroskop AxioObserver mit Apotom und den
Filtersatzen 38HE und 43HE sowie AxioVision Software (Zeiss), Gelelektrophoresekammern
(PeqgLab), sterile Werkbank fur Zellkulturarbeiten (Heraeus), AbiPrism 7700 Sequence

Detection System (Applied Biosystems).

Folgendes Verbrauchsmaterial wurde verwendet: 15ml- und 50ml Probenréhrchen (Greiner,
Corning), 0,5, 1,5 und 2,0 ml Reaktionsréhrchen (Eppendorf), PCR-Reaktionsréhrchen
(PeglLab), 96-Well Reaktionsplatten fiir quantitative PCR (ABI), Sterilfilter mit der Porengré3e
0,2 um (Millipore), Zellkulturschalen und sterile Einmalpipetten (Corning), KulturgefaBe fur

Antikérperfarbungen und fluoreszenter Mikroskopie (lbidi), Reaktionsréhrchen flr
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Durchflusszytometrie, mit und ohne Zellfilter (BD Biosciences), Elektroporationskiivetten
(BioRad).

Reagenzien wurden, soweit nicht anders angegeben, von Roth, Sigma oder Invitrogen
verwendet. Soweit erhéltlich, stammen alle in dieser Arbeit verwendeten Restriktionsenzyme
sowie das T4-Polymerase Klenow Fragment von Promega. Nicht bei Promega erhéltliche
Enzyme wurden von New England Biolabs bezogen. Oligonukleotide wurden von MWG

Biotech und Invitrogen synthetisiert.

Oligonukleotide

Primer Sequenz

3"-Trek tccactcggtactgcaggctcttcectgegcetetetgtgccecggegagctgttatattatgtacctgactgatg
5'-Trex tgttgggtagggagtcaagactcctggaaggtggagagggtggcgggaggatggtgagcaagggega

bglopA_rev tatatatgtacagcagtcgagticataagagaa
bglopA_vor tatatatgtacaagtaagctgagaattcagggtga
Fgf5_for cgaggagttticagcaacaa

Fof5_rev  cgcggacgcataggtattat

Hprt_for gctttccctggttaagcagtaca

Hprt_rev  gagaggtccttticaccagcaa
Msgn1_for cagaaaggcagcaaagtcaaga
Msgni_rev ccccgatgtacttgatggtgta

Snai1_for cttgtgtctgcacgacctgt

Snail_rev ggagcaggagaatggcttc

T _for tgctgectgtgagtcataac

T rev cagctgtctgggagcctgg

Tbx6_for  ggtagcatccgcattgaagt

Tbx6_rev  ctgagctttgaagccagagg

™ for gggacccatttttctcttce

TV rev  gtttcgtcagggggaaagtt

Insert® for tcgactagagcttgcggaac

Insert® _rev aagcgcatgaactccttgat

Antikérper
Antigen Spezies Hersteller Konzentration
Venus/GFP Huhn Abcam 1:1000
TBX6 Kaninchen Phillip Grote 1:50
SOX2 Ziege R&D Systems 1:100
Brachyury (T) Kaninchen Bernhard Herrmann 1:500
e-cadherin Maus BD Transduction Labs  1:150
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POU5F1 Kaninchen Santa Cruz 1:50

Huhn-1G Esel Dianova 1:1000

Kaninchen-1G Esel Dianova 1:1000

Ziege-IG Esel Dianova 1:1000

Maus-1G Esel Dianova 1:1000
Bakterienstdmme

Elektromax Stbl4 (Invitrogen)
DH5alpha, elektrokompetent (eigene Herstellung)
TOP 10, chemisch kompetent (Invitrogen)

DH10B, Zellen fir Recombineering, chemisch kompetent (ImaGenes)

Herstellung der Reporterlinie fiir Msgn1

In den embryonalen Stammzellen wurde das offene Leseraster von Msgn1 tber homologe
Rekombination durch die kodierende Sequenz von Venus (Nagai et al. 2002), gefolgt von der
Selektionskassette PL451 (Liu et al. 2003) ersetzt (Dr. Lars Wittler, Max-Planck-Institut fiir
molekulare Genetik, Berlin). Die Selektionskassette wurde durch transiente Transfektion der

Stammzellen mit pPCAGGS_Flpe_IRES_puro (Schaft et al. 2001) entfernt.

Herstellung des mCherry-Reporterplasmids

Als Ausgangsplasmid diente PL451 (Liu et al. 2003) in einem pBS_KS-Vektor (Stratagene,
Heinrich Schrewe, Max Planck Institut fir molekulare Genetik, Berlin). Zur Herstellung von
Cherry_PL451 wurde das offene Leseraster von mCherry (Shaner et al. 2004) in die Hindlll-
Schnittstelle  eingefiigt. Aus dem Plasmid pBI-GL (Clontech) wurde das
Polyadenylierungssignal von B-Globin aus dem Kaninchen mit der vorangestellten
intronischen Sequenz mittels PCR mit dem Primerpaar bglopA_vor und bglopA_rev
herausamplifiziert. Das PCR-Produkt wurde in die BsrGl Schnittstelle von mCherry_PL451

eingeflgt. Alle Klonierungsschritte wurden zur Analyse sequenziert.

Integration des mCherry-Reporters in den T-Lokus

Cherry_pA_PL451 wurde mit Sacll und Acc65! verdaut und das 3,9kbp-Fragment wurde aus
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dem Gel extrahiert. Mit den Primern 5'-T. und 3'-T. wurde der Abschnitt vom ATG des
offenen Leserasters fur mCherry bis zur zweiten FRT-Sequenz amplifiziert. Dazu wurden
dem Standard-PCR-Ansatz mit Phusion-Polymerase 2% DMSO zugegeben. Es wurden 30
Zyklen (15 sek, 98°C Denaturierung, 15 sek, 56°C Anlagerung, 80 sek, 72°C Elongation)
bei einer initialen Denaturierung von 2 min bei 98°C und finalen Elongation von 2 min bei
72°C gefahren. Die PCR-Reaktion wurde danach mit 10U Dpnl versetzt und zwei Stunden
bei 37°C inkubiert. Das 4kbp-Fragment wurde aus dem Gel extrahiert und mit Natrium-
Acetat und Ethanol geféllt. Das aufgereinigte PCR-Produkt wurde in den BAC R24-530D4

(imaGenes) integriert.

BAC-Recombineering

Es wurde das Red/ET BAC-Recombineeringsystem (GeneBridges) verwendet. Die Bakterien
wurden mit dem pSC101-BAD-gbaA(tet)-Plasmid transfiziert. In zwei 2ml-Reaktionsgefal3en
wurden jeweils 1.4ml LB-Medium mit 12,5 pg/ml Chloramphenicol und 5 pg/ml Tetracyclin
vorgelegt, mit 10 - 30ul einer frischen Ubernachtkultur dieser transfizierten Bakterien
angeimpft und auf einem Schittelinkubator bei 30°C und 1000rpm bis zum Erreichen des
OD600-Wertes von 0,2 inkubiert. Es wurden 30ul 10% L-Arabinose oder Wasser zur
Kontrolle zugegeben. Die Réhrchen wurden bei 37°C und 1000rpm fir weitere 45 - 60min
inkubiert, bis zu einem OD600-Messwert von 0,4. Die Zellen wurden in einer Tischzentrifuge
bei 4°C und 10000rpm sedimentiert und der Uberstand vorsichtig weitestgehend entfernt.
Der bakterielle Niederschlag wurde in 1ml geklhlter 10%iger Gylzerolldsung resuspendiert
und erneut abzentrifugiert und dieser Waschschritt ein Mal wiederholt. Der Uberstand wurde
bis auf 20 - 40ul abgenommen und in das Restvolumen wurden 300ng des PCR-Produktes
gemischt und der gesamte Ansatz in eine gekihlte Elekiroporationskivette (Spaltbreite
1mm) Oberfuhrt und elektroporiert (2000hm, 1800V, 25uF). Die Bakteriensuspension wurde
in frisches LB-Medium Uberfthrt und Stunde bei 37°C und 1000rpm schittelnd inkubiert. Die
Zellen wurden auf eine Agarplatte mit 10pug/ml Kanamycin plattiert und 24 bis 48h bei 37°C
inkubiert. Die Kolonien wurden zur Kontrolle jeweils auf eine Agarplatte mit 100 pg/mi
Ampicillin und eine mit 50 ug/ml Kanamycin gepickt. Nur die Kolonien, die auf Kanamycin,

nicht aber auf Ampicillin wuchsen, wurden weiter verwendet.
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Isolation von BAC-DNS aus E. coli

2 ml der bakteriellen Ubernachtkultur wurden abzentrifugiert und das Pellet wurde in 250pl
P1-Puffer (Qiagen) vorsichtig resuspendiert. Es wurden 250ul des Puffers P2 beigemischt
und 5 Minuten lysiert. Die Reaktion wurde mit 350ul des Puffers N3 neutralisiert und das
Pellet abzentrifugiert. Die DNS wurde aus dem Uberstand mit 0,7 Volumen Isopropanol
gefallt. Das Pellet wurde mit 70% Ethanol gewaschen, abzentrifugiert, kurz luftgetrocknet

und in 20ul H,O aufgenommen.

Embryonale Stammzellen

Es wurden embryonale Stammzellen der Maus verwendet. Flr die Analyse mittels
quantitativer PCR wurden embryonale Stammzellen der F1-Generation aus einer Kreuzung
der Stdmme CJ57BL/6 und 129 verwendet (George et al. 2007). Die Stammzelllinie TS3, die
fir die Reporterlinien verwendet wurde, wurde aus CJ57BL6/J-Inzuchtstammen isoliert (T.

Shimizu und H. Schrewe, nicht publiziert).

Beschichtung der Zellkulturschalen

Gelatine (Sigma) wurde zu 0,2% in sterilem Wasser auf dem Boden der Zellkulturschalen
verteilt und fur mindestens 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Gelatinelésung
wurde vor dem Aufbringen der Zellsuspension abgesaugt. Fibronektin (Calbiochem) wurde
zu 10ug/ml in PBS gelést. Der Boden des KulturgeféaBes wurde mit der Fibronektinldsung
bedeckt und Uber Nacht bei 4°C oder 2 Stunden bei 37°C im Brutschrank inkubiert.
Unmittelbar vor dem Aussaen der Zellen wurde die Fibronektinlésung abgesaugt und die

Schale ein Mal mit PBS gewaschen.

RoutineméaBige Zellkultur

Embryonale Stammzellen wurden auf mit Gelatine beschichteten Zellkulturschalen (Corning)
in Stammzellmedium aus knockout DMEM (Invitrogen) mit 15% stammzellgetestetem
fétalem Kalberserum (Pan Biotech, Invitrogen), 2mM GlutaMax Il (Invitrogen), 0,1mM nicht-
essentieller Aminosduren (Invitrogen), 0,1mM B-Mercaptoethanol (Sigma) und 1000u/ml LIF

(Chemicon) bei 37°C in wasserdampfgesattigter Atmosphéare mit 7,5% Kohlendioxidanteil
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kultiviert. Zur routinemaBigen Expansion wurden die Zellen auf einer konfluenten Schicht
mitomycinbehandelter Fibroblasten kultiviert. Bei Erreichen einer kritischen Koloniengréf3e
oder halbkonfluenten Kolonien wurden die Zellen passagiert. Kulturen ohne Fibroblasten
wurden nach spatestens 48 Stunden passagiert. Fibroblasten wurden in DMEM mit 10%
fotalem Kélberserum (PAA), 1% GlutaMax I, 0,1imM B-Mercaptoethanol und 1%

Penicillin/Streptomycin (Cambrex) expandiert.

Vereinzeln von kultivierten Zellen

Kulturen mit serumhaltigem Medium wurden ein Mal mit PBS (Cambrex) gewaschen. Zur
Dissoziation wurden die Zellen mit TrypLE (Invitrogen) bedeckt und bei 37°C in den
Brutschrank gestellt, bis sich die Zellen vom Boden ablésten. AnschlieBend wurden die

Zellen mit einer Pipette in ihrem Kulturmedium mechanisch vereinzelt.

Transiente Transfektion embryonaler Stammzellen

Auf 35mm Zellkulturschalen wurden 5x10° Fibroblasten tber Nacht anwachsen lassen.
Darauf wurden 10° embryonale Stammzellen ausgesét, nach 24 Stunden ein Mal gewaschen
und mit nach Herstellerangaben angesetzten Transfektionslésung aus 800ul OptiMEM-I,
12ul Lipofectamin2000 (beides Invitrogen) und 4pg zirkularer Plasmid-DNS fir 4 bis 5
Stunden inkubiert. Das Transfektionsmedium wurde daraufhin mit Stammzellmedium mit LIF

ersetzt.

Stabile Transfektion des BAC in embryonale Stammzellen

Das BAC wurde mit PI-Scel linearisiert. Zur stabilen Transfektion embryonaler Stammzellen
wurden 2x108 Zellen vereinzelt, in PBS gewaschen, in 0,8ml PBS Gberfihrt, mit 5 pg des
linearisierten und der mit Isopropanol geféllten BAC-DNS vermischt und in eine
Elektroporationsklvette (4mm) UOberflhrt. Die Elektroporation wurde bei 240V und 500uF

durchgefihrt.

Analyse der Genexpression in tetraploid aggregierten Embryonen

Die tetraploide Aggregation der embryonalen Stammzellen (Nagy et al. 1993, Eakin et al.

2006) wurde von Karol Macura (Max-Planck-Institut flir molekulare Genetik, Berlin)
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durchgefuhrt. Die Embryonen wurden 6,5 Tage nach dem Retransfer in die Leihmutter aus
dem Uterus préapariert in PBS mit 50% Glyzerol eingebettet und als Frischpraparat

fluoreszenzmikroskopisch untersucht.

Differenzierung embryonaler Stammzellen

Die Zellen wurden vor Beginn der Differenzierung fir zwei Passagen auf
gelatinebeschichteten Platten ohne Fibroblasten gehalten und anschlieBend vereinzelt.
Vereinzelte Zellen wurden abzentrifugiert und in der erforderlichen Konzentration
resuspendiert. Mit einer Mehrkanalpipette wurden Tropfen der Zellsuspension auf dem
Boden einer Bakterienkulturschale verteilt. Nach dem Aufsetzen des Deckels wurde die
Schale umgedreht, sodass die Mediumtropfen mit den Zellen herabhingen und sich die
Zellen im Konus des Tropfens sammelten. Zur Kultivierung wurde die Schale in den
Brutschrank gestellt. Bei der Differenzierung in serumhaltigem Medium wurden 500 Zellen in
einem Tropfenvolumen von 20ul aggregiert und 48 Stunden kultiviert. Danach wurden die
embryoid bodies in frisches Medium Uberfihrt und frei schwimmend in nicht adharenten
Kulturschalen gehalten, das Medium wurde taglich gewechselt. Das serumhaltige Medium
setzte sich zu 80% aus IMDM (Invitrogen) mit 2mM Glutamax I, 0,1mM nicht-essentielle
Aminosduren und 0,1mM B-Mercaptoethanol und zu 20% aus fétalem Kalberserum (PAA)
zusammen. Serumfreies Medium wurde aus jeweils 100ml Neurobasal und DMEM/F12, 1ml
N2-Supplement, 2ml B27, 0,05% BSA Fraction V, 2mM Glutamax Il (alle Invitrogen) und
0,15mM 1-Thioglycerol (Sigma) hergestellt. In serumfreiem Medium wurden die Zellen
zunachst direkt in ihrem Differenzierungsmedium aggregiert. Ab dem zweiten Experiment
wurden die Zellen zunachst Uber Nacht in hdngenden Tropfen in Stammzellmedium mit LIF
aggregiert, dann in serumfreiem Medium gewaschen und schlieBlich im Differenzierungs-
medium auf nicht adharenten Platten gehalten. Adhérierend differenzierte Zellen wurden in
serumhaltigem Stammzellmedium mit LIF zu je 200 Zellen in hangenden Tropfen tber Nacht
in einem Tropfenvolumen von 5pl aggregiert und anschlieBend in serumfreiem
Differenzierungsmedium ausplattiert. Die Konzentrationen der rekombinanten Proteine (alle
R&D Systems) betrugen 10ng/ml BMP4, 500ng/ml DKK1, 10ng/ml und 50ng/ml WNT3a,
500ng/ml Noggin, 200ng/ml Fgf2 und Fgf8b sowie 100ng/ml Activin A.
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Durchflusszytometrie

Es wurden die Durchflusszytometer FACSCalibur und FACSAriall (BD Biosciences)
verwendet. Die Zellen wurden routinemaBig in TrypLE ohne Phenolrot bei Raumtemperatur
dissoziiert und nach Zugabe der gleichen Menge PBS im Durchflussytometer analysiert. Fir
die RNS-Probenahme wurden die Zellen 30 Minuten bei 4°C dissoziiert und auf

anschlieBend auf Eis gehalten. Die Zellen wurden direkt in Trizol (Invitrogen) sortiert.

Expressionsanalyse mit quantitativer PCR

Die quantitative PCR wurde mit dem Power SYBR Green PCR Master Mix (ABI) nach
Herstellerangaben durchgefuhrt. Die Transkriptmengen der untersuchten Gene wurden ins
Verhéltnis zur Transkriptmenge des Referenzgens Hprt gesetzt. Als Vergleichswert dienten
die undifferenzierten embryonalen Stammzellen direkt vor Beginn des Aggregationsschrittes.

Die Expressionswerte der Gene in den einzelnen Proben wurden nach der deltaCT-Methode

FC= e(ACt( Kontrolle)— ACt( Experiment))

berechnet. FC gibt die Vervielfachung (Fold Change)
an, wobei e die Amplifikationseffizienz der Primer pro Zyklus darstellt und vereinfachend
als 2 (100%) angenommen wurde sowie ACt=Ct(Zielgen)—Ct(Referenzgen) . Die

Primerpaare wurden zuvor auf optimale Effizienz getestet.

Expressionsanalyse mit RNS-Chips

Zur Analyse der Genexpression in den isolierten Stammzellpopulationen wurde das
MouseRef-8 v2.0 Expression BeadChip System von lllumina verwendet. Die Verarbeitung
der isolierten aufgereinigten RNS und das Auslesen des Chips wurden von der Service-
Einheit des Max-Planck-Instituts fir molekulare Genetik durchgefihrt. Die Daten wurden mit
der GenomeStudio Software Version 1.0.6 (lllumina) ausgewertet. Es wurde die
Normalisierungsmethode ,cubic spline” und kein Fehlermodell der Software angewendet. Die
varianzstabilisierende Normalisierung (Huber et al. 2003) und die Korrespondenzanalyse
(Fellenberg et al. 2001) wurden von Utz Pape durchgefiihrt. Die normalisierten Werte wurden
mit QtiPlot 0.9.7.10, GENE-E 1.0.397 und Openoffice 3.2 analysiert. Fir die Expressions-
analyse der Markergene wurden Messwerte mit einem lllumina Detektionswert >0,5

zugelassen. Zur Feststellung differenziell exprimierter Gene fir die Kandidatengene wurden
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nur die Messwerte berlcksichtigt, deren Expression prézise bestimmt werden konnte
(NMumina Detection >0,99). Gene wurden als differenziell exprimiert gewertet, wenn sich
deren Expressionwert in den fluoreszierenden Zellen im Vergleich zu jeder verglichenen
Zellpopulationen mindestens um den Faktor 2,5 oder 0,4 unterschied. Die Expressionswerte
aus den Msgni-Reporter exprimierenden Zellen wurden mit den Werten aller anderen
Zellpopulationen nach 72 und 96 Stunden Differenzierungsdauer verglichen. Die Werte der
T-Reporter exprimierenden Zellen, die nach 72 Stunden Differenzierungsdauer geerntet
wurden, wurden mit denen der nicht fluoreszierenden Zellen des gleichen Zeitpunktes sowie
aus den Zellen nach 48 Stunden Differenzierungsdauer verglichen. Die Genexpression der
T-Reporter exprimierenden Zellen, die nach 96 Stunden gewonnen wurden, wurden mit den
nicht fluoreszierenden Zellen des gleichen sowie des vorhergehenden Zeitpunktes

verglichen.

Datenbankanalysen

Soweit nicht anders angegeben wurde zur Analyse und Beschreibung der Kandidatengene
die Mouse Genome Database und die Gene Expression Database der Mouse Genome
Informatics Webseite des Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine (URL:
http://www.informatics.jax.org, August, September 2010) verwendet (Smith et al. 2007, Bult
et al. 2008).
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Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Entstehung paraxialen Mesoderms im Mausembryo in
einem in vitro System zu modellieren. Mit Hilfe des in vitro Modells sollten transkriptionelle
Veranderungen in den embryonalen Stammzellen im Verlauf der Differenzierung ausgelesen
und analysiert werden. Es wurde ein Differenzierungsprotokoll in einer adharenten Zellkultur
etabliert, um aus embryonalen Stammzellen der Maus mit hoher Effizienz paraxiales
Mesoderm zu generieren. Zur Beobachtung des Differenzierungsverlaufs und zur Analyse
der transkriptionellen Verdnderungen in den Zellen wahrend verschiedener Phasen der
Differenzierung wurde eine Reporterlinie mit zwei unterschiedlich fluoreszierenden
Markergenen generiert. Diese Stammzelllinie zeigte den Eintritt der Zellen in den
Primitivstreifen Gber einen T-Reporter sowie die Bildung von Mesoderm Uber einen Msgn1-
Reporter an. Die Reporterzellen wurden zur Differenzierung in serumfreiem Medium
gehalten und mit BMP4 und DKK1 oder WNT3a und Noggin stimuliert. Mit Hilfe der
Reportergene konnten die Zellen des Primitivstreifens und des Mesoderms mit einem
Durchflusszytometer wéhrend der in vitro Differenzierung isoliert und ihre Transkription
vergleichend untersucht werden. Obwohl die fluoreszierenden Reporter in beiden Ansatzen
aktiviert wurden, konnte gezeigt werden, dass nur bei der Stimulation mit WNT3a und
Noggin Zellen mit transkriptionellen Eigenschaften des anterioren Primitivstreifens und
paraxialen Mesoderms entstehen. Unter den differenziell exprimierten Genen konnten
Faktoren identifiziert werden, die moglicherweise eine bislang unbekannte Rolle bei der

Entstehung von paraxialem Mesoderm spielen.
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Synopsis

The aim of this study was to model the differentiation of paraxial mesoderm in the mouse
embryo using an in vitro system. A protocol was established that allowed the generation of
paraxial mesoderm from murine embryonic stem cells with high efficiency. Using this in vitro
differentiation technique, transcriptional changes in murine embryonic stem cells were
monitored and analyzed in the course of their differentiation. To track the differentiation, a
dual reporter cell line was generated, harboring distinguishable fluorescent reporter genes for
T (Brachyury) and Msgn1 activity. These reporter genes showed the transition to the
primitive streak stage and adoption of mesoderm fate, respectively. The differentiation of the
reporter cells was induced in serum-free medium containing two combinations of
recombinant proteins, either WNT3a and Noggin or BMP4 and DKK1. Using the two reporter
genes, it was possible to isolate cells of each stage of differentiation and do comparative
transcriptional analysis. It was found that both reporters were activated under both
conditions. Transcriptional analysis revealed that only after stimulation with WNT3a and
Noggin the cells showed expressional characteristics of paraxial mesoderm and anterior
streak derivatives. Genes which were only upregulated in the Msgni-reporter expressing
population after stimulation with WNT3a and Noggin were identified and represent genes

with a potential role in the development of paraxial mesoderm.
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Abkurzungen und Glossar

Abkirzung
BAC

bHLH
BSA
DMEM
DNS
E. coli

FSC

FSC-H

FRT
GFP
kbp

min
OD600
PBS
PCR
PGKneo
RNS
rpm

SSC (Durchflusszytometrie)

SSC-H

Std

Bedeutung
artifizielles bakterielles Chromosom

Englisch: bacterial artificial chromosome
basische Helix-Schleife-Helix (englisch: basic Helix-Loop-
Helix): Charakteristisches Proteinstrukturmotiv einer Familie
der Transkriptionsfaktoren

Bovines Serumalbumin

Dubecco's Modified Eagle Medium
Desoxyribonukleinsdure

Escherichia coli

Vorwarts-Streulicht in der Durchflusszytometrie
Englisch: forward scatter

Intensitat des Vorwarts-Streulichts in der
Durchflusszytometrie

Englisch: forward scatter hight

Flp-Rekombinase Erkennungssequenz

Englisch: flp recombinase target site

grun fluoreszierendes Protein

Englisch: green fluorescent protein
Kilobasenpaar(e)

Minute(n)

optische Dichte bei einer Wellenldange von 600nm
Phosphat-gepufferte Salzlésung

Englisch: phosphate buffered saline
Polymerase-Kettenreaktion

Englisch: polymerase chain reaction
Selektionskassette bestehend aus kodierender Sequenz fir
Neomycin unter der Kontrolle des ubiquitaren
Phosphoglycerat-Kinase (PGK) Promoters
Ribonukleinsaure

Umdrehungen pro Minute

Englisch: rounds per minute

Seitwérts-Streulicht

Englisch: side scatter

Intensitat des Seitwéarts-Streulichts in der
Durchflusszytometrie

Englisch: side scatter hight

Stunde(n)

Basiseinheiten sind nach dem Sl angegeben. Die Gensymbole wurden nach der aktuellen

Nomenklatur des Jackson Laboratoriums (www.informatics.jax.org) verwendet.
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Anhang

Listen der differenziell exprimierten Gene

In jeder Liste sind die Gene angegeben, die in der betreffenden Population als hochreguliert
eingestuft wurden. Der Listentitel bezeichnet den Ansatz, den Messzeitpunkt und das
aktivierte Reportergen der Zellpopulation und ob die aufgelisteten Gene als aktiviert oder
deaktiviert eingeordnet wurden. In den Spalten sind die log2-Werte der Expression in allen
Ansatzen angegeben. Werte mit einer Detektion <0,99 sind nicht angegeben (N/A).
Abkiirzungen:

T, Msgn1: Symbol des exprimierten Reportergens

WN: WNT3a und Noggin

BD: BMP4 und DKK1

nf: nicht fluoreszierende Zellen

Std: Stunden (Messzeitpunkt)

=

WNT3a/Noggin, 72Std, T, aktiviert = 8
z22222_,.2823232

= 22282228884

s 8 geRS85ZREL S

zZ =z = & aaa & Gensymbol e 2 2
£33 5828385 CAR14 7.3 7.7 86 10.510.29.7 8.9 10.99.9 10510.7
42228288283 cx¢ CASP6 8382979 99 10288 97 96 96 10

D SN~ 9 S 20~ 9 o D

Gensymbol @ J L 2% D002 CASP7 75 75 88 75 8.4 85 7.7 83 7.4 74 8
1110012L19RIK 89 86 10.387 9.2 94 93 97 96 95 98 CASP8 68 64 7.7 73 82 76 7 72 78 7.1 6.9
1700007G11RIK 6.8 6.1 85 7.1 8.4 6.3 6.6 7.7 N/A NA NA CCNO 95 83 10981 93 85 7.7 93 6 72 7.7
1700009P17RIK 6.1 6.7 84 73 10 7.7 6.7 6.7 65 72 71 CDKN1C 5 51847 8567 49 59 48 NA48
1700027N10RIK NA62 75719 72 NANAG6 62 65 coxi 6.4 NIA73 67 71 71 57 7 56 NAS7
1700088E04RIK 67 6.7 9.5 83 10.78.4 6.3 7.4 73 7.2 7.8 chX2 7.7 67 10991 11610 7.4 9.4 11.911.8124
2310007A19RIK 6 68 78 76 89 65 68 6.4 66 69 6.9 CHRD 69 66 10.89.8 12211 64 67 6.2 65 7.2

2310010M24RIK 66 NA8 72877 64616 61 NA CHSTH 8 8294 10292 91 81 84 74 74 8
2310016C16RIK 9 8510 93 10.710.89.4 9.3 10299 10.1 CHST? 7.4 N/A 92 75 9.4 11.169 10.97.2 8.7 105
5133401NO9RIK 9.1 89 10.89.3 10.196 9.1 10.29.1 95 9.7 CITED2 7 7 817282897176 84 8483
6030429G01RIK 6.4 7.2 84 71 86 8 65 75 59 65 7.4 CMTM6 10.110.411.310.210.410 10.111.210510.610.8
6230427J02RIK NA6 7 67 8397 NABS5 76 81 9 CMTM8 83 82 9.2 95 10.37.8 88 72 8 7.7 7.3
6330403K07RIK 78 78 9 92 10410483 9.4 10.110.210.8 COL16A1 68 6 84 7.4 87 84 64 65 69 66 7.1
8430415E04RIK 85 6.5 9.6 62 6.8 6.7 8.8 89 56 59 6 CXCR4 6.4 6.1 7.4 7.8 87 92 NA10 98 95 95
ADAMTS15 62 NA74 7 82 84 62 65 64 NA 6.4 CXX1A 78689 728 81768 697477
ADRA2A 7 6199 76 10395 64 88 7 7.8 88 CXX1C 75 67 98 7.3 86 91 7.7 92 7.1 7.7 87
AMIGO2 7.1 65 82 75 85 82 68 7.7 83 8.1 84 CYB5 88 82 10384 9 9.1 86 98 7.9 7.9 84
APPL1 10.610.311.510.110.410.410.6 11.410.610.310.4 CYP7B1 77748975829 768 646779
ARID3B 10610.511.910.811.912 10.611.911.411.911.8 DOH4S114 10.710.811.912.112.913.110.610.811.110.910.9
ATP10A 8 789 777768798 NAG6573 DBN1 68 69 8 818687 7375838 81
ATP1B2 727 848 8284779 818488 DGKK 7 NA10178 97 87 66 9 66 7.3 7.6
BAHCCH 10295 11.210.611.111.210.710.310210.911.2 DNAJB13 NA6 7.7 72 97 69 NA NA NA NA 6.1
BC023829 86 7.2 10.37.9 8.9 88 89 10.19.2 95 9.8 EFNBT 74 75 93 86 92 94 7.4 86 10.210.19.3
BICC1 64 6 9281 10710 6.2 7.4 68 7.3 7.9 EIF2AK2 82 79 94 84 91 89 83 87 89 86 86
BMP4 7.8 84 10.19.2 10.311 7.4 10.313.613.813.6 EPOR 61 NNA71 NA7 7.1 66 69 68 6.3 6.9
C130034118RIK 7 NAB1 67 7.2 7.7 6.1 N/A NA NA NA EVX1 93 7.1 10567 8.7 88 10212610211 11.9
CALCA 83 8 9.7 94 10.78.2 85 66 6 NA NA FAH 11511.312510.811.111.411.412 10.710.310.9
CAPNS 62 6.1 7.2 99 10595 N/A 8.1 12212111.3 FGF5 10489 11.710.21029.4 10.510 N/A N/A 6.4
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= 8 = 3
=:2222%8.,283¢%2 =:3222%8.,3835%2
SE2E2z25828 % SE222253828°%
GRS S8 H5ERSE 5 RS 88538885

Gensymbol 22 2 Gensymbol 2 g2 2
FGF8 9.9 8.1 12493 11.111.810512.688 10.111.7 OAT 12.211.913.412.212.412.311.712.712.412.512.7
FKBP14 69 62 81719 836781777579 OLIG1 11.810.913.110.410.184 12212 7.6 79 7.9
FOXB1 64 NA74 62 69 7.4 58 59 56 NANA PACRG 6.1 63 85 76 98 7.7 65 68 6 6.9 7.5
FOXJ1 62 NA74 NA75 636 NA626 NA PARP12 6.2 N/A 74 N/A69 6.8 NA62 NANABG3
FST 9 69 10475 82 9.3 87 10.3NA6.3 75 PARP14 6.1 NNA93 72 83 83 64 83 64 73 8
FUT10 737 8376838677 91879 92 PCDH21 6.4 6.6 7.7 6.7 64 6.3 NA 6.1 NANANA
FzD2 6.3 63 75 82 92 93 68 7 78 76 75 PDLIM4 73 81 99 92 11 11676 11.111.8123125
GALNT1 76 7587 77 8584799 89 86 89 PEG3 7569857 78738 9 92093 86
GATA6 79 82 96 9 91 95 65 11.911.612 11.6 PGK1 6.1 N/A 81 NA77 69 66 75 6.1 6.2 6.2
GBA2 64 62 78 69 69 73687 717 7 PJA1 10.110.311.410.811.211.610.311.612.512.312
GBP3 6.1 N/A86 63 79 85 NNA73 6 6.2 77 PLEKHA8 727 8274828173837376°79
GBX2 8.7 89 10.711.611.81257.3 9.6 83 9.9 11.3 PLXNA2 6.1 62 918 96 10.76.7 10.79.8 9.9 105
GM1673 73 71 85 86 10.29.7 71 7.8 83 8.7 87 POU6F1 8.6 76 10376 89 7.7 82 9.1 6.3 6.4 6.7
GOLM1 10.510.411.511.512.211.811 11.611.411.211.3 PRICKLE1 10.59.5 12 11.212 11.710.511.310.810.711.2
GREB1 75 6.8 86 87 10.210.87.8 10.59.9 10.110.5 PSMB10 10.810.312.510.811.911.910.712 10.210.811.7
GSC 7.3 65 11.183 94 95 63 1147 75 85 PSMB9 78 75 93 75 86 89 7.8 8.1 6.2 6.9 82
GSTM5 82 78 92 81 98 10 83 84 83 81 9.2 PSMEH1 11.411.612.811.812512511.512.211.912.1125
H2-M3 72 64 86 65 77 73 74 816 6 73 PUNC 959 10610211 11.810.110.711.311.511
HES1 94 9.2 10.79.4 10.49.8 10.111 10.110.410.4 RAB38 65 61 79 74 95 73 59 66 6.1 59 58
HOXB2 6.1 6.1 7.8 7.9 9.6 10.9N/A 8.4 10.410.810.7 RAB8B 9.9 95 11.210.411.411.810.211.410.911.111.3
HRC 65 74 86 8 8887 7169797676 RAMP2 82 81 95 10 11411182 82 86 9 87
HTRA1 72 75 84 76 94 9.7 68 76 8 7.8 87 RAP2C 9.9 9.5 10.89.7 10.310.110.210.610.610.410.4
ID1 6.7 6.4 82 9.1 96 93 10 11 10811.111.7 RGS12 85 84 97 87 93 9.1 85 95 9.1 89 89
IFI35 64 NA8 NA74 776177636 7 RGS16 72 67 84 75 77 78 7.1 7.1 N/AN/A 6.1
IGFBP3 82 7 10576 88 81 89 92 67 6.7 7.1 RGS17 72 NNA85 7 8579 75 76 NA66 69
IGFBP4 7 71 83 93 10912574 11.312.212.1123 RSPO3 6.9 6.4 10.185 11.211.96.4 10.39.2 9.8 11.5
IGFBP5 6.6 6.8 8.8 12313.612.26.8 N/A 8.1 7.6 6.4 SCARA3 6.5 6.3 86 85 11.311.27.2 6.7 7.4 84 10.2
IGTP 75 7.6 10.78.1 10.39.8 7.6 94 74 76 9 SCLY 9.3 9.4 10.79.2 95 9.2 95 10487 87 9
lIGP2 72 74 10784 10.71087 99 72 8 96 SH3PXD2B 69 638 85949 6879 818687
IL13RA1 6.1 6.1 7.3 65 83 74 6.4 74 NANA 65 SHISA2 72 75 85 91 10 96 7.7 64 73 75 84
IL17RC 6 6377657777597 636575 SLC38A5 7 658473796979 850657273
IRF1 10.29.7 11.79.3 10.29.8 9.8 10.89.2 9.4 10.1 SLIT2 66 7.6 9.8 89 11.798 NA72 86 7.8 71
IRX3 6.6 6.9 87 10511 10974 83 10.310.210.1 SMO 83 76 95 9.1 10 9.7 89 9.7 96 9.7 97
KLHL32 62 NA75 NA75 71 NA 6.6 NANA 6.1 SOX17 N/A 65 86 8.1 88 7.7 N/A N/A NANA NA
LAPTM4B N/A 56 6.5 N/A 6.4 6.8 N/A NA NA NA NA SPIN2 84 76 93 84 88 84 86 8 12211811
LBH 7172 99 92 10610 7 86 81 86 87 SPINK3 10.410.411.413.213.510.310.36.6 9.7 9 74
LEFTY1 12.611.913.610.311.511.511.710.77.3 7.8 85 SPSB4 75 72 86 88 99 97 76 76 83 86 8
LGALS3 95 9.3 1059.8 10510489 98 99 9 938 ST3GAL6 77 8 89 83 92 87 82 89 97 99 98
LHX1 NA62 997 9 91 NA12 73 86 88 STAT1 62 NNA78 NA74 78 6 7.1 64 667
LMO2 7173 96 84 10 11573 7.7 9 94 92 STK39 84 82 96 89 92 92 86 95 10 10 99
LOC100038882 69 N/A99 7.1 89 88 NA83 6.3 6.8 8.1 SULF1 9 81999 10510587 93 84 88 95
LOC100044190 82 82 99 84 91 91 83 94 82 82 88 T 11.79.5 14111 13.812.811.413.69.1 10.111.4
LOC212390 7.3 68 93 69 91 87 65 78 65 6.8 7.9 TAP2 68 69 94 7 86 83 72 86 64 72 84
LOC621823 7 66887586857 88737481 TAPBP 6.1 59 77 62 72 7.3 NA6.6 63 6.1 6.6
LRIG1 7.8 82 10195 11.411.474 89 73 7.7 84 TCEA3 9.8 9.4 1089.1 10 95 97 10 77 8 87
LRIG3 10.510.512 11.212.612.710.611.49.4 9.8 11 TCEAL1 62 58 72 64 74 73 63 78 76 7.7 7.6
MEIS2 8.1 82 10 10.311.61267.9 11 115118119 TEKT1 N/A 56 6.7 6.2 85 58 N/AN/A NAS58 59
MGST1 64 N/A74 NA75 NAB68 6.1 59 NANA TGFB1 72 65857 8 8369999510 102
MIXL1 64 N/A92 NA 67 75 63 11.36.3 6.8 82 TMC7 9.1 89 10.69.9 10.711.19.9 10.810.210.710.9
MMD 93 94 10595 10511 9.8 10.510.410.310.9 TMEM108 6.1 NNA75 7.7 94 83 6.1 NA10 10 85
MMP2 95 9.2 10.710.411.912.810.311 122123128 TMPRSS2 8.9 9.1 10.410.410.98.6 88 9.2 10483 7.4
MOCS1 10 9.4 11.610.211.110.79.7 10.911.511.712.1 TNFRSF1A 55 57 67 62 68 78 61 74 8 78 74
MOGAT2 66 7 79759 9.1 NAS88 99 104103 TOR3A NA6 73 6.8 6.6 NA67 6.2 NANAS63
MOXD1 75 62 88 7.7 95 6.7 8 7 NANANA TRIM56 64 62 77 NA72 63 7 7 68 65 63
MYCL1 10.610.111.610.511 9.7 10.611.79.3 9.3 9.7 TTYH1 74 NA 89 76 81 75 7.3 NJANANA 72
NDRG1 7373918 756668 720928672 TXNIP 9.3 9.9 10910611 10.59.3 10.210.410.8 11
NDRG3 78 72 97 74 86 87 76 92 76 7.7 86 UPP1 10.210.412.710.911.611.48.6 11.684 9.5 10.2
NDRL 8 779686828 7679 99 9.1 81 VIM 9.8 86 11596 11 11 87 11.212111.911.8
NEDD9 8 76 92 92 10483 79 87 91 85 74 WBP1 818 929 10 99 84 94 95 96 97
NKX1-2 75 65 9.8 7.6 7.5 6.3 N/A 6.8 N/AN/A 65 WDR78 NA 6.1 71 64 83 73 6.7 6.2 6.1 6.6 65
NMB 6.8 66 79 68 7.3 73 68 82 72 75 78 WNT3A 72 62 10.46.7 9.3 85 NA98 NA 6.6 7.5
NME5 6.5 N/A9.9 7.7 10884 6.7 7.7 NJA6.3 7.1 WNT5B 79699 66 8171788974758
NOG 6.1 NA77 7 93766 NAB69 69 69 WNT8A 85 7.3 10277 8 7.7 7.9 87 N/ANA NA
NPY 64 N/A81 NA61 NABS5 7 NANANA ZFP202 71 62 8173 78 82 78 83 84 82 86
NUDT9 9.6 9.4 10.69.7 10.710.99.6 10 10 10.110.1 ZFP334 73 73 88 86 92 91 81 92 9 9.1 91
OASL2 62 N/A87 NA77 81 NA75 NANAT73
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WNT3a/Noggin, 72Std, T, deaktiviert

Gensymbol
1190002H23RIK
1190005106RIK
1700012H05RIK
1700019D03RIK
2410081M15RIK
2410116G06RIK
2410146L05RIK
2610305D13RIK
4632404H22RIK
AA467197
AARD

ACTA2
ACTR3B
ADAM23
AHNAK2
AKAP12

AKP2

AKR1B8
ANGPTL4
ANKRD12
ANKRD47
ANKRD56
AOAH

APOA2
APOBECH
APOCH
ARHGEF3
ARHGEF4
ASAH3L

ATAD4

ATG9B

ATP1B1
AU018091

AXL

BACH2

C2

CAPN5

CBR3

CBX7

CDS1

CHACH1

CHKA

CHST8

CLN3

COBL

COL18A1
COL4A1
COL4A2
CPNE9

CRYAB

CTSH

CXCL16
D4BWG0951E
DDC

DDIT3

DGKA

DNAJC6
DNMT3L

DPP7

DPPA5

DUSP1

ENO2

EPHX1

=z
= g
Z =z Z2 =z & nQn ®
S23335828¢¢
[7¢] 0 = (%] 0 =
goRS85ZRER S
® < T T2 o e 2
¥ € - - =2 F - E - =
7.7 87 63 81 NNANA66 63 6 NAG62

85 88 65 7.7 6.2 6.2 83 NA 6.1 NA 6.2
10.811.27.8 10.26.6 N/A 10 7.1 6.4 N/A N/A
11.211.19.9 10.38.1 NA 11.39 81 7.1 6.4
84 88 7585 72 61 76 65 62 58 59
11112 84 10.97.7 62 9.4 7.6 6.8 NA NA
12213.27.4 11.67.2 N/A 10.36.4 7.1 N/A N/A
10410 84 91 75 74 10186 79 7.6 7.7
94 10 84 9.1 82 84 9.7 87 9.8 93 9.1
86 97 7.1 87 61 NNA9 78 63 NANA
8 9268 87 85837583788176
88 88 6.2 84 79 85 7.6 55 94 75 74
72 77 63 69 6 NA72 63 NANANA
919 63 83 63 65 83 6.6 NANAG66
9 9779887973 8869 86 67 63
13 13211.612110.710.112911 12611.911.2
8.8 10.37.4 9.1 7.8 86 7.7 83 84 89 94
75 76 64 79 66 69 68 62 81 74 7.1
86 88 6.9 83 6.4 NA82 75 64 6.2 6.6
8183 68 NANA7 81 NA73 7574
86 96 76 85 77 76 85 74 77 74 75
9.1 95 82 89 83 69 96 6.7 9.7 92 9

9.1 94 66 86 6 NAB82 6.2 NANANA
94 96 83 88 7.8 7.2 86 7.1 64 NANA
7.7 82 64 6.7 6.1 NA8 N/ANANANA
9.9 10689 99 8 73 95 81 83 75 76
10210 7.2 94 72 6.7 9.3 6.6 89 86 8.1
87 92 76 82 71 68 9.3 83 81 81 8.1
7.7 82 62 74 65 65 72 6.2 6.6 NANA
75 88 6.1 81 59 NA7.8 NA64 NANA
93 10 7.7 96 75 6.2 88 76 88 72 6.3
11.611.810.511.29.5 7.6 11.991 9.7 79 6.9
8 9 6283 NANAGB9 NAG69 NANA
9 948 9 8686 96 72 96 84 8.1
849 72738 828 748989 83
82 9.8 6.6 85 69 NA87 6.2 82 6.4 NA
83 95 73 87 7.7 66 86 7.4 10.410.69.5
10.710.49.3 9.8 89 9.7 10295 7 7.2 83
10.510.79.3 99 82 7.2 10.27.8 82 7.9 7.6
9.7 10.78.7 92 8 69 94 87 82 76 7.2
12.110.99.5 10.58.4 82 12 10.710.110.810.8
9.3 N/A83 81 NANAO93 NA85 NANA
81 9162 827484 73 NA76 75 6.7
10.210.39.3 9.7 9.5 89 9.9 7.7 95 89 83
N/A 82 6.1 N/AN/A 6.7 NA 57 NA NA NA
11.611.810.311.310 9.9 11.4N/A 11.210.910

11 10.99.7 11.511.111.310.810.911.711 10.5
10.110.18.5 10.810.310.59.9 9.7 11.210.29.9
7.3 82 6.2 74 NANA 7.7 NANANANA
86 84 729 77 65 84 64 96 72 64
89 9175 94 83 758767797177
9.7 93 79 86 7.4 NA9.6 69 87 NANA
8 8 6978 73 NNA7.6 NA6.1 NANA
78 82 65828 767567 817474
9.7 98 77 85 76 68 97 71 8 7.7 69
9.5 10.38.6 9.6 85 79 94 79 93 81 7.8
9.2 10.66.2 9.6 58 N/A 84 N/A 59 NA NA
1281337 12378 NA11 NA77 6 NA
11.211.79.4 10.69.7 9.3 10.89.7 10.29.5 9.3
15.416.112.315 11.89.2 14.211.110.88.5 9.1
11.811.810.511.39.9 9.1 11.410.210.29.4 9.4
79 86 6.6 79 71 66 85 64 7.7 79 75
8595748 6869 8872726262

Gensymbol
EPHX2
ESCO2
ESRRB
FABP3
FBXO15
FLVCR2
FOLR1
GAB1
GADD45A
GADD45G
GDF3
GM129
GPRC5A
GRAMD1B
GRIT
GSTM2
GSTP2
GSTT2
GTSF1L
HELB
HYAL1
IGF2

INA
IRAK2
KIF5C
KLF2
KLF9
KNDC1
LAMA1
LAMB3
LAPTM5
LIPH
LTBP4
MANBA
MBNL2
MCAM
MEF2B
MiB2
MKRN1
MOCOS
MREG
MSRB2
MTSS1
MVP
MYBL2
MYLPF
MYST4
NDG2
NFATC2IP
NGFR
NIBAN
NOD1
NUPR1
NXT2
PDGFA
PDLIM1
PGLYRP1
PHF17
PKP3
PLA2G10
PLA2G1B
PLAC8
PLEKHG5
PLK3
PMM1
RAD9B

96StdBD

nf_72StdWN

Msgn1_96StdWN

48Std_WN
T_72StdWN

% nf_96StdWN
T_96StdWN
T_965tdBD
Msgn1

& nf_965tdBD

©
o
©
3]
]

74 64 74 6.7
10.310.79.4 9.5 88 9.2 10.399 93 9
12.513.989 12.68.9 N/A 10971 83 7.1 N/A
12.313310.112 9.4 75 12591 11.59.1 81
10.511.78.5 10.67.5 6.4 89 7.2 6.6 59 6.2
83 88 64 82 73 6.7 81 63 82 6.7 NA
86 88 6 7.8 58 NA77 NA 66 NANA
12.813.211.512511.311.312.510.511.611 10.9
10410589 10 89 89 99 81 82 8 84
94 97 7 98 86 9.7 88 NA 11.410.59.1
11.211.38.6 10.26.5 N/A 10.36.5 N/A N/A N/A
939 7387736987 77747579
89 88 7.6 86 7.6 6.3 85 NA9.1 6.6 NA
73 78 62 72 6.2 64 7 NAG63 NANA
8 8369756865797 717168
11.312.39.9 11.310.39.7 10.79.1 9.8 8.9 9.3
9.6 10.86.5 9.8 6.6 N/A 8.3 NA N/A NA NA
9.5 10283 89 79 75 96 78 75 7.7 74
9.1 98 6.9 89 6.4 NA76 6.3 NA NANA
N/A 1029 N/A 8.8 N/A NA NANA9.1 9.2
8 827 6668738364716567
12.612911.614.515.115.413.411.815.515.715.4
83 83 748 69 63 78 64 NANANA
74 8162 7366 627 NAG68 62 57
86 81 72 88 82 76 86 NA85 81 8

10.911.97.8 11.184 6.1 86 NA 73 7.1 6.3
11.411.79.8 10586 84 11.310 94 84 83
10 11.17.8 10.186 6.3 9.6 65 7.7 6 NA
89 99 63 1049 10472 79 83 83 9

8.6 88 75 79 82 NA84 NA75 NANA
10.711.96.8 10.57.9 6.8 9.7 N/A 8.6 6.8 6.6
76 83 6.7 7.4 6.4 N/A6.6 NA 59 NANA
99 10 85 91 NAANA96 7.7 71 69 7.1
10 11179 99 83 7.7 88 68 7.6 6.6 6.9
9.9 10 83 9.2 92 88 99 84 97 93 9.1
89 94 76 84 7.7 67 89 68 7.7 64 64
83 83 6.8 75 6.2 N/A84 66 6.7 6.6 6.6
9.9 10.68.8 10.19.4 9.8 9.3 9.2 10.110.210.2
94 938 867 6189 656566 66
77 79 67 74 NANA71 NA6 NANA
10211282 10 81 68 98 8 8 6.6 7

859 7687787177 76736867
7.7 83 65 74 66 64 7.7 NA68 6.8 6.6
94 10 82 9.6 85 83 9.1 75 95 88 8.1
10.110.98.4 10 81 N/A 9.2 86 9.1 9.2 89
10.611.76.7 10.27.3 N/A 75 N/A 6.8 6.9 6.6
N/A 9.5 7.6 84 N/A NA NA NANANAT7T7
13514 12 13 10.99.6 12.911.510.410 8.9
82 88 7.1 78 6.3 65 75 6.9 6.1 NA7

7573 64 75 73 86 6.7 63 63 65 7.6
7.7 77 6.7 67 64 6.1 79 NA 6.1 NANA
94 9 79 83 6.8 NA8.1 65 NA NANA
11.11097.3 93 7.9 7.8 10466 7.1 6.1 6.4
10410494 97 88 9 10.194 83 81 85
11.311.910.211.211 9.8 10.910.111.110.810.6
12.212.710.912.410.710.311.910.6 12.4 11.710.7
78 81 64 67 69 7 59 NANANAG3
11.4N/A 10.110.79.7 NNANA 9 99 NA 9.3
76 79 66 74 64 NA74 NA74 59 NA
9.5 10.37.4 9.4 NANA 9.4 6.4 NA NANA
1191219 10.87.5 N/A 11.18.1 6.2 N/A N/A
9593 8 938175094 94 98 88 84
8597 74 88 76 7 85 68 75 7.1 69
96 94 84898 7389727166 67
11.812 10.511.29.8 9.6 11.210.110 9.7 9.7
82 84 63 6959 62 78 63 6 6.2 6.6
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Gensymbol
REV1
RFX2
RHOX5
RPP25
RRAGD
SDC4
SEMA4A
SEMA4B
SERPINE2
SLC38A2
SLC6A9
SMPDL3B
SNAI3
SNX30
SORD
STAG3
STARD8
SYNGR3
SYP
SYT9
TBC1D13
TCFAP2C
TDRD12
TEX19
THY1
TIMP1
TMEM16J
TMPRSS13
TRIB3
TSPAN17
UBD
UCHL1
UsP28
UTF1
WNT4
ZFP296
ZFP57
ZFP655

96StdBD

nf_72StdWN

Msgn1_96StdWN

T_72StdWN
48Std_BD

nf_96StdWN

T_72StdBD

“ nf_96StdBD
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8.9 9.1
9.7 11.18.7 10.39.2 83 86 7.3 7.2 7.2
10.410.67.9 10675 7.4 93 7.1 85 7.1
11211892 11 84 73 1058 88 8.1
88 92 7.8 87 7.7 81 89 88 86 83
10.411 9.3 10693 7.8 99 83 9.3 8.6 8.1
8279698 6765857 7 6868
11.111.810.111.210.29.4 10.89.6 10.110 9.9
778 6471667278667 7169
10.19.9 87 96 9 95 99 94 99 10299
93 86 76 83 79 83 91 79 85 89 89
10.611.28.8 10378 76 98 7.7 82 74 7.8
10.410.28.9 9.2 7.7 N/A 10.67.5 7.4 6.6 NA
86 95 77 8573748975848 79
9 957782697 9 81747271
82 93 7 836969827273 828

73 756 7873837979 13113 11.8
87 86 7586 777 89687 69 NA
86 88 76 7.8 71 76 87 7.7 72 69 7

9 93 8186 64 64 88 68 666 NA
11.312.110.411.310.410.410.6 10.810.510.6 10.6
10512293 11 88 7.9 9.1 10 9.1 86 7.9
10.511.56.4 10.27.1 N/A 83 N/A6.6 6 NA
10.310.76.9 10.16.4 N/A 87 6.3 6.8 NA NA
92 91 74 92 72 66 98 73 81 74 68
10.210.49.3 10 89 9.2 10289 9.2 86 9

78 86 65 756 NAS8 NANANANA
76 8 6573 63 NA73 57 68 56 NA
10.19.4 7.8 88 NAN/A 99 79 78 79 7.4
8 827 7.7 NANABS1 NAG68 NAG.1
78 93 63 76 6 NA7 NANANANA
94 95 84 98 91 77 9165727 741
9.7 10.38.6 10 87 88 9.7 9.1 85 88 89
11.311.79.7 11.17.8 N/A 10.97.1 6.9 N/A N/A
75 73 63 72 65 NA81 NA 81 65 58
89 97 729 63 NA79 68 65 63 6.3
95 9.9 83 89 82 94 92 94 84 83 87
10.911.29.9 10.39.7 9.8 10.910.310.410.410.3
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WNT3a/Noggin, 96Std, T, aktiviert

Gensymbol
1110012D08RIK
1110017D15RIK
1200009022RIK
1700007G11RIK
1700009P17RIK
1700027A23RIK
1700027N10RIK
1700040103RIK
1700088E04RIK
2310007A19RIK
2310010M24RIK
2310016C16RIK
2310047D13RIK
3110032G18RIK
5033414D02RIK
6030429G01RIK
6230427J02RIK
6330403K07RIK
6330505N24RIK
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89 9 99 96 10510.29.1 10 9.6 9.7 10

o ¢
<
o

8181898 8 N/ANANA 82
NANANAT74 859 NA77 69 66 75
68 6.1 85 7.1 84 6.3 6.6 7.7 NA NA N/A
6.1 6.7 84 73 10 7.7 6.7 6.7 65 72 7.1
N/A'N/A 84 7.8 9.9 6.4 NA NA NA NA NA
NA62 75719 72 NANAG6 62 65
75717976 9176717372667

6.7 6.7 95 83 10784 63 74 73 72 78
6 68 78 7.6 89 65 6.8 6.4 66 6.9 69
66 NNA8 7287 7 64616 61 NA
9 85 10 9.3 10.710.89.4 9.3 10.29.9 10.1
81 7.7 85 86 98 96 81 87 94 92 93
N/A'N/A 6.8 6.9 9.2 9.7 N/A N/A NA N/A N/A
10.410.211.210.311.311.110.310.910.810.510.8
64 72 84 71868 6575596574
NA6 7 6783 97 NA85 76 81 9

78 78 9 9.2 10410483 9.4 10.110.210.8
68 72 78 89 99 86 71 76 82 87 97

Gensymbol
6430537H07RIK
6430573F11RIK
9430028L06RIK
ADAMTS15
ADCK4
ADRA2A
ADSSLA
AEBP1
AGTRL1
ALDH1A2
AMIGO2
ANG
ANKS6
ARFGAP3
ARG1
ARHGAP24
ARID3A
ARID3B
ART5
ATP1A2
B230339H12RIK
BC023829
BC039093
BGN

BICC1
BMP3
BMP4
BMP7

BTD

BVES
C330001K17RIK
CADPS
CALCA
CAPN2
CASP6
CCDC114
CCDC65
CCNG2
CCNO
CD82
CDKN1C
CDX2
CER1
CHRD
CHST7
CITED2
CNTNAP2
COL16A1
COL2A1
COL5A1
CPNE2
CSN3
CTXNA1
CX3CL1
CXX1C
D12ERTD647E
DAP

DGKK
DISP1

DLL1
DNAJB13
DNAJC10
DSP
EDNRA
EFEMP2
EMID2

96StdBD

Msgn1_96StdWN

T_72StdWN
48Std_BD
© T 72StdBD

nf_96StdWN

T_96StdWN

T_96StdBD

48Std_WN
Msgn1

© nf 72StdWN
@ X Zinf 96StdBD

5.8
9.3 6.8 75 77
7.3 N/A 8.1 678 77 N/A N/A
6.2 NA 74 82 84 62 65 6.4 NAG64
68 76 79779 767473747476
7 6.1 99 76 10395 64 88 7 7.8 88
6.8 7.7 86 7.8 89 94 82 9.6 10210510

73 66 7 69 8179 76 73 89 89 89
N/A N/A 10.39.1 12.2125N/A 11.510.511 11.6
N/ANANAG61 77 96 NNANAS9 65 7.9
71 65 82 75 85 82 6.8 7.7 83 8.1 84
6.4 66 67 72 84 7 64 64 68 62 6.3
NANA 63 6.1 71 71 61 66 59 65 6.3
68 72 69 74 93 85 68 69 75 71 7

N/A'N/A 87 7.8 10.411.6N/A 6.8 N/A 6.4 75
6.7 NJ/A 65 75 85 N/A 6.8 6.4 NANA 6.8
8.7 85 95 9.3 10.310.689 9.4 10.610.610.2
10.610.511.910.811.912 10.611.911.411.911.8
65737 7686826 68676875
NANAG67 64 9 83 NANANAG1 65
NA 62 62 64 74 71 NA64 73 6.7 6.4
86 7.2 10.37.9 89 88 89 10.192 95 98
9.6 9.9 10610812 13 9.9 11.511.611.611.6
63 657 68819669 75777679
64 6 92 81 10710 62 7.4 68 73 7.9
N/A N/A N/A 6.4 81 7.5 N/A N/A N/A N/A N/A
78 84 10.19.2 10.311 7.4 10.313.613.813.6
8.7 9.7 9.7 95 10910.185 9.2 9.8 10.210.6
6 6 62 NA71676 64726864
676 71 NA72 736674768277
NA 6.1 7 N/AT79 NANANANANANA
N/A 6.1 66 6.8 87 7.6 NANA NA 6.2 6.6
83 8 97 94 10782 85 6.6 6 NANA
73 68 77 75869 798 89 82 81

83 8297 9 99 10288 9.7 96 96 10

86 86 9.1 85 98 8587 78 77 79 79
NANA76 71 82 69 NNANA 66 69 6.9
66 6 63 NA717 6468727171

95 83 10981 93 8577936 72 77
NANA 68 73 94 87 NANA7 65 69
11.511.213.513.114.813.511.412.113.613.212.7
7.7 6.7 10.99.1 11.610 7.4 9.4 11.911.8124
NANA 84 66 8 82 NA NA NANANA
6.9 6.6 10.89.8 12211 6.4 6.7 6.2 6.5 7.2
74 NA92 75 94 11169 10972 87 105
7 7 817282897176 848483
65 62 74 73 82 76 63 7.5 NA6.1 65
68 6 84 74 87 84 64 65 69 66 7.1

68 6 67 83 94 7.7 69 57 58 57 59
9.6 8.6 9.8 9.3 10.311.29.9 9.7 11.110.610.8
71 68 69 67 7775767 7 687

7 NA73 67 77 78 59 NA NANANA
77 78 86 83 93 91 79 8 85 85 84
6.8 63 73 NA79 7.7 6.7 86 68 7.1 7.9
75 6.7 98 73 86 91 7.7 92 71 7.7 87
NANA73 618 84 NAG67 59 64 78
72 74 82 78 88 817179767878
7 NA10178 97 87 66 9 66 7.3 7.6
78 7586 8 93 9.1 78 85 86 88 9

6.2 6.8 NA6.6 78 97 NA76 NA6.1 73
NA6 7.7 72 9.7 6.9 NA NA NAN/A 6.1
N/A 10.1 N/A N/A 11.1N/A N/A N/A 10.6N/A 10.9
7 667776 86 76 72 83 86 83 7.7
NANA 69 75 92 1026 7.4 92 88 86
89 82 959 10 10.187 9.8 10.410.410.3
NA 61 NA71 9 106NA66 94 93 9.2
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Anhang



s 8 = 8
:322:2%.383%2 :322:2%.383%2
SE22228823% 5 S2222288232%
G888 53R8 85 25N 8853R88 5

Gensymbol e N2 2 Gensymbol e 22
EMP1 7.1 67 65 78 88 7.4 71 N/A96 69 NA LOC100038882 6.9 NA99 71 89 88 N/A83 6.3 6.8 8.1
EMP2 79 79 82 82 95748 6.1 96 89 76 LOC100046056 78 78 82 819 8581799 89 85
EMP3 7771727183887 8 888787 LOC100046120 10.49.6 10.510.512.713.710.69 9.6 9.2 11.1
ENSMUSG000000437956.3 N/A N/A 65 7.5 82 6.2 6.6 9.8 9.3 8.6 LOC100048346 N/AN/A 82 68 92 95 NA95 73 79 89
EPHB1 NANA 6.7 8 9.3 82 NA NANANAG69 LOC100048721 N/A N/A N/A 8.8 10.49.8 N/A 7.2 N/A NA N/A
ERO1LB N/A 6.3 N/ANA 7.8 6.1 NA NA NA NA NA LOC212390 7.3 68 93 69 91 87 65 78 65 6.8 7.9
ETS2 10 9.7 10.710.311.212.19.9 10.210.410.110.6 LOC621823 7 66 88 7586 857 88 73 74 8.1
EVX1 9.3 7.1 1056.7 8.7 88 10.212610.211 11.9 LPAR3 NANA77 66 9 82 NANANAGB3 NA
FCGRT NA 6 NANA77 7.3 NA NANANA 6.2 LRIG1 7.8 82 10.195 11411474 89 73 7.7 84
FGF10 56 56 6.3 6.3 7.3 88 N/A 10.69.1 95 10 LRIG3 10510512 11.212.612.710.611.49.4 9.8 11
FGF8 9.9 81 12493 11.111.810.512.68.8 10.111.7 LRRC50 N/A 5.8 N/A N/A 6.9 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
FGFRL1 62 66 68 7 838 66768 78 82 LTB 75 63 8.1 6.8 7.8 6.4 6.1 6.6 6.2 NANA
FGG 616 NANA72 62 NA63 59 6.1 NA MAGED2 10.811 11.811.512.612.710.911.812.412.112.2
FKBP14 69 62 81719 836781777579 MAGEET1 74 69 69 76 86 92 7.1 75 87 83 8
FLRT3 8.2 85 9.1 95 11.110482 7.7 9.6 87 7.6 MAN2A1 93 94 10 95 10.510.29.6 10 9.9 9.8 9.7
FNDC3B 85 85 84 89 99 9 87 82 10395 94 MCC 10.19 11 96 10797 9.7 92 9 88 89
FOXA1 5 51847 8567 49 59 48 NA 48 MEIS1 6.4 65 NA 7.8 91 10565 74 10 10.610.3
FOXCH1 N/ANA 65 74 95 11264 82 65 75 9.4 MEIS2 8.1 82 10 10.311.61267.9 11 11.511.811.9
FOXD4 N/A N/A 8.1 10.212.310.1 N/A N/A N/A N/A N/A MEOX1 N/A N/A N/A 9.3 11.613.2N/A N/A N/A 6.6 8.2
FURIN N/A 9.4 10 N/A 10.6N/A N/A N/A 10.710.910.7 METRN 10.810 10911 12 11.910.810.811.111.611.3
FzD2 6.3 6.3 7582 92 93687 787675 MFAP4 6.5 65 71 73 92 1027 81 77 76 9
FZD6 7775848 9181787 736571 MLF1 N/ANA 94 83 1018 NA81 NA77 7.7
GAL 82 67827 89 78 66 68 6.1 6.1 6.8 MMD 9.3 94 10595 10511 9.8 10.510.410.310.9
GAMT N/A 61 69 71 84 85 6.2 6.5 85 86 84 MMP15 81829 9.1 10489 81 82 10.410.410.2
GBP3 6.1 N/A86 63 79 85 NNA73 6 62 7.7 MMP2 9.5 92 10.710.411.912810.311 12.212.312.8
GHR 89 N/A9.4 75 89 89 91 858 82 85 MOCSH1 10 9.4 11.610.211.110.79.7 10.911.511.712.1
GM1673 73 71 85 86 10.29.7 71 7.8 83 87 87 MOGAT2 66 7 79759 91 NAS88 99 104103
GPC3 9.8 10.111 11.413 13.410.512513.113.113.6 MORN3 N/A 5.6 N/A N/A 6.7 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
GPR177 9.1 9.1 98 96 10.61059.8 10.411.111 11 MOXD1 75 62 88 77 95 67 8 7 NANANA
GPRC5C N/ANANAG1 73 72 NANAG9 68 6.3 MRPS6 10.710.410.810.711.711.510.6 11.811.1 11 11.3
GPX3 95 94 94 97 10.710.710.19.4 10.910.810.6 MSX1 63 NNA7 6.7 7.8 85 7.4 111125126121
GPX7 85 84 87 85 96 92 87 94 83 87 93 MYCBPAP N/A 62 63 NA72 6.7 6.8 NA66 65 6.6
GRCC10 10411 10911 12 11910111 11.311.7118 NDRG3 78 72 97 74 86 87 76 92 76 7.7 86
GREB1 75 6.8 86 87 10.210.87.8 10.59.9 10.110.5 NEDD9 8 76 92 92 10483 79 87 9.1 85 74
GSC 7.3 65 11.183 94 95 6.3 1147 75 85 NKX3-1 6 62 64 74 86 97 65 66 NA6 6.6
GSTM5 82 78 92 81 98 10 83 84 83 81 9.2 NME5 6.5 NA 9.9 7.7 10884 6.7 7.7 N/A 63 7.1
GZMM 71838 851058 747173727 NOG 61 NA77 7 93766 NAB69 69 69
H2-M3 72 64 86 65777374816 6 73 NOTCH1 67 66 7 7387 97678 717281
HDAC11 6.4 68 69 7.2 86 7.4 6.7 65 6.7 6.7 7.1 NPTX2 92 95 88 99 11 96 89 10 64 7.3 82
HDC N/A 6.4 6.7 65 9 NAS59 NA61 NANA NRARP 85 84 94 88 99 11 92 10182 87 9.6
HES1 9.4 92 10.79.4 1049.8 10.111 10.110.410.4 NUDT9 9.6 9.4 10.69.7 10.710.99.6 10 10 10.110.1
HOXA2 N/A N/A 64 64 79 93 NANAD56 66 7.9 ODz4 6.7 75 68 76 87 96 75 93 84 9 93
HOXA5 NANAT77 76 99 104NANAB62 69 85 OLFM1 7976 878 949 84 98 84 87 93
HOXB1 N/A'N/A87 73 99 11.3N/A86 9 10.110.8 OLFML3 NANAT75 8 96 88 NANAO94 94 92
HOXB2 6.1 6.1 7.8 79 9.6 10.9N/A 84 10.410.810.7 PACRG 6.1 63 8576 98 7.7 65 68 6 69 75
HOXB5 N/A N/A'N/A 6.8 82 9.6 N/A N/A 10.110.18.9 PARP14 6.1 NJA93 72 83 83 6.4 83 64 7.3 8
HOXB7 N/A 61 NANA73 64 NANABT7 7.7 8 PCDHB22 6.7 NNA6.7 65 79 83 59 67 72 74 73
HSD11B2 N/ANANAT5 91 86 NANAB2 78 7.2 PDGFRA 6.6 6.7 6.5 83 95 11.4N/A 11.510.810.7 11
HTRA1 72 75 84 76 94 97 68 76 8 7.8 87 PDLIM4 73 8199 92 11 11676 11.111.8123125
IGFBP3 82 7 10576 88 81 89 92 6.7 6.7 7.1 PEG10 6.8 6.4 68 64 76 78 7.1 76 88 88 84
IGFBP4 7 71 83 93 10912574 113122121123 PIK3R3 7.7 76 84 9.4 10598 7.8 83 86 81 82
IGFBP5 6.6 6.8 8.8 12313.61226.8 N/A 8.1 76 6.4 PLXNA2 6.1 62 91 8 96 10.76.7 10.79.8 9.9 10.5
IGSF4A 9.9 9.7 10.310.311.311 10.610.29.4 9.1 93 PON2 9.7 94 10 99 11.110595 9 10.710.19.9
IGTP 75 76 10.781 10.39.8 7.6 94 74 76 9 POU6F1 8.6 7.6 10.37.6 89 7.7 82 9.1 6.3 6.4 6.7
IGP2 72 74 10.784 1071087 99 72 8 9.6 PPM1E 58 N/A63 6.1 71 6.1 6 NA NANAD56
IL13RA1 6.1 6.1 7.3 65 83 74 6.4 74 NANA 65 PPP1R1A 9.9 9.1 10.710.712.812.410.584 8.7 9.3 9.6
IL17RC 6 6377657777597 636575 PPP1R3C 6.1 66 65 66 76 72 66 74 83 8.7 82
KANK1 9.7 10.39.8 10.411.411.19.8 10.710.310 10.6 PPP3CC 67 68 7 6778797 72767679
KIF26B N/A'N/A 65 7.3 87 85 NANA71 76 83 PRNP 10210311 11 12.611.710.49.6 11.511 10.8
KIF27 616 65617163 NA6 57 NAS7 PROSH1 85 85 89 87 97 10286 9 97 94 97
KLHDC9 NANAT71 65797 NAB7 69 68 7 PRTG 6.7 6.1 7.3 65 82 86 7.1 85 96 9.2 87
KRT19 9.3 82 10.19.3 11.39.3 8.8 84 9.1 83 8 PSMB10 10.810.312.510.811.911.910.712 10.210.811.7
LBH 71 72 99 92 10610 7 86 8.1 86 8.7 PSMB9 78 75 93 75 86 89 7.8 81 6.2 6.9 82
LHFPL2 8.6 89 9.6 98 1151219 9.6 11.511.6121 PSME2 899 989 10197 89 96 94 94 97
LHX1 NA62 99 7 9 91 NA12 73 86 88 PTGDS N/ANANAG67 83 92 NA7 67 76 9
LMO2 71 73 96 84 10 11573 77 9 9.4 9.2 RAB36 N/ANA 6.6 66 76 7.1 NANAG6 6.1 65
Anhang 93



ES 2 s 2
zzz =z & o Qo & Zézéz% o Qo &
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g5R 8853385 gERSEEZRNS G5
Gensymbol e e =22 e S Gensymbol e e 22 E S
RAB38 65 6.1 7.9 7.4 95 7.3 59 6.6 6.1 59 58 ZFP810 66 63 65 NA7.3 74 69 73 7.2 7.1 77
RABSB 99 95 11.210.411.411.810211.410.911.111.3
RABL5 69 67 7878 9 88 69 7.8 76 7.6 7.9 . L
RAMP2 82 81 95 10 11411182 82 86 9 87 WNT3a/Noggin, 96Std, T, deaktiviert
RASGRP3 N/A N/A N/A 64 7.8 9.3 NA 84 69 7.6 838
RGMA NANA7 68 85 83 NA NA NA NA NA = a
RGS17 72 NIA85 7 8579 7.5 76 NA 66 6.9 z 3
Z =z Z2 =z & o9 ®
RNASE4 62 62 64 688 67 NA6 NANA 64 zS 228,282 2¢2
= 2 5 2 35 @9 m@3g5 2 T 9
RSPO3 69 64 10.185 11.211.964 10392 98 115 2232839823
SCARA3 65 6.3 86 85 11.311.27.2 6.7 7.4 8.4 102 B S I - B S I
Gensymbol Lere 22 e =S
SEMASA 6.7 63 7.5 74 92 92 69 7.8 92 95 91 1190005106RIK 85 88 65 7.7 6.2 62 83 N/A 6.1 N/A 6.2
SHH NANA 75 87 11.889 NA NA NA NA N/A 1700012H05RIK 10.811.27.8 10.26.6 NA 10 7.1 64 N/A NA
SHISA2 7275859110 96 77 64 73 75 84 1700013B16RIK 657 NANAG1 NA59 NANANA NA
SiXi1 62 65 NA76 86 94 NA NA NA NA NA 1700019D03RIK 11.211.19.9 10.38.1 N/A 11.39 8.1 7.1 64
SLC35A2 7168747283777 7 787776 1810014F10RIK 82 83 7.6 81 67 63 8 7.4 67 64 65
suT2 66 7.6 98 89 11.79.8 NA 72 86 7.8 7.1 1810015A11RIK 11 10.89.9 10489 87 10.99.9 9.8 10.210
SMAD3 88 9 93 98 1081059 9.1 10.110.19.7 2010111101RIK 8 8 758164 NAS3 69646 NA
SMOC1 9 9 9910312612883 73 748 92 2410008K03RIK 10411 10.310.39.3 9.6 10.310.39.2 9.3 95
SNAI1 N/A 6.7 NANAB2 9.7 NA10.28 86 96 2410081M15RIK 84 88 7.5 85 72 6.1 7.6 65 62 58 59
SP5 11.59.5 12310412.212.110412.99 10 10.7 2410116GOBRIK 11112 84 10.97.7 6.2 9.4 7.6 6.8 N/A NA
SP8 73 NA 8.1 64 7567 77 83 NA64 67 2410146L05RIK 12213274 11.67.2 N/A 10.36.4 7.1 N/A NA
SPSB4 7572 86 88 99 97 76 7.6 83 86 8 2610305D13RIK 10410 84 9.1 75 7.4 10.186 7.9 76 7.7
ST3GALS 76 7.7 8178 88 94 81 74 10910999 2610528J11RIK 698 NA7559 NA72 NAG NANA
STBD! 77717778 88 81 79 82 85 83 83 4930572J05RIK 97 9395918 NA97 83 69 NAG7
STK36 78 83 83 8193777472757373 6430527G18RIK N/A 9.4 N/A N/A 81 NA NA NA NA NA NA
STRAG NA NA N/A 6.6 8.4 9.8 NA N/A NA NA 6.6 9530058B02RIK 78 758 76 64 67 81 77 7.6 7.9 77
SULF1 9 81999 10510587 93 84 88 95 A930010I120RIK 10 10596 9.3 81 83 9.7 10781 75 89
T 1.79.5 14111 13812.811.413.69.1 10.111.4 AA467197 86 9.7 7.1 87 61 NA9 7.8 63 NA NA
TAP2 68 69 94 7 86 83 72 86 64 72 84 ABCB1B 97 94 88 9 7.9 76 10278 91 7.7 7.3
TAPBP 6159 77 627273 NA66 63 6.1 66 ACTAT 7.9 85 NA7.9 61 NA 7.9 NA 7.7 NA NA
TAX1BP3 N/A 9.5 N/A N/A 10.6N/A N/A N/A N/A N/A N/A ADAM23 919 63 83 63 65 83 66 NANA 66
TBC1D9B 6 6266 NAZ1 746469777573 ADRB3 677 NANAG NAGS5 NANANA NA
TCEAL1 62 58 72 64 74 73 63 78 76 7.7 76 AHNAK2 9 97798879 738869 86 67 63
TCF15 84 77 82 86 10612 8 75 NA63 73 Al467606 8.1 86 NA73 62 NA 67 NA NA NA NA
TEKT1 N/A 56 67 62 85 58 NANANAS8 59 AKAP12 13 13.211.612.110.710.112.911 12.611.911.2
TGFB1 72 65857 8 8369999510 102 AKP2 88 10374 91 7.8 86 7.7 8.3 8.4 89 94
TIMP2 8 78838594 87 81 84 10399 92 AKR1BS8 75 76 64 7.9 66 6.9 68 6.2 8.1 7.4 7.1
TMEM108 61 NA75 7.7 94 83 61 NA10 10 85 AMN 9183 NASGE 6 NA9I 667 64 NA
TMEM119 NANA7 6889 91 NA86 82 7.8 83 ANGPTL4 86 8.8 6.9 83 64 NAB2 75 6.4 62 66
TMEM132C N/A N/A N/A 6.6 85 9.8 NNANA 81 79 79 AOAH 91 94 66 86 6 NABS2 62 NA NA NA
TMEM1768 NANA77 6683 7.9 NA72 78 8 79 APIM2 94 97 91 918 67 98 87 79 65 65
TPD52L1 87 78 94 81 91 89 84 88 85 88 88 APOA2 9.4 96 83 88 7.8 7.2 86 7.1 6.4 NA NA
TPH1 N/A N/A N/A 65 7.5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A APOCH 9.9 10689 99 8 73 95 81 83 75 76
TRIMS6 646277 NA72637 7 6865063 ARHGEF3 10210 7.2 94 7.2 6.7 93 6.6 89 8.6 8.1
TRP53111 NANAS 77 89 95 63 6.3 NA NA 7.1 ARHGEF4 87 92 76 82 71 68 93 83 84 81 81
TSC2203 NA8 NANAO94 948 989 89 NA ASAH3L 7.7 82 62 7.4 65 65 7.2 6.2 6.6 NA NA
TSPAN12 63 NA68 72 83 82 64 67 81 78 75 ASS1 11.311.910.410.89.6 89 11.510.51059.1 8.4
TSPAN2 72 65757 8483 75 7.1 88 87 87 ATADA 75 88 61 8.1 59 NA 7.8 NA 64 NA NA
TSPANS3 72 72 77 76 87 67 75 N/A 6.4 NA NA ATF3 8§ 73717561 NA77 66 7.1 NANA
TSPANG 9.8 N/A 10510 11.211.29.9 10.410.110.110.8 ATGOB 93 10 77 96 75 62 88 76 88 72 63
TWISTH 74 65 83 82 97 10774 93 9 92 98 ATP1BT 11.611.810511.295 7.6 11.99.1 9.7 7.9 69
TXNDC13 92 88 96 9.1 10297 91 94 97 9.2 93 AVPI1 10310192 94 84 8 10188 85 82 8
uspP18 NANABS 7.1 93 95 NA99 75 8 91 AXUD1 11 10710 10.79.4 8.9 10.58.9 9.8 9.2 89
VASN 85 8.1 9.4 9.6 10.810.888 95 12.112.111.6 BC0B6107 64 69 NANAG 66 69 62 64 7 68
VIM 98 86 11596 11 11 87 11.212111.911.8 BLVRB 12512511.811.810610.212411.911 11 108
VSTM2B N/A N/A 6.4 7.2 8.2 85 7.2 10.410.310.7 11 BSPRY 76 75 72 73 64 NA 77 61 NA NA NA
VTN N/A N/A 66 7.8 1057.9 NA N/A N/A NJA N/A BTBD11 9 10283 97 84 75 82 6.7 7.4 6.8 69
WBP1 818 929 10 99 84 94 95 96 97 c2 82 9.8 6.6 85 69 NA 87 62 82 64 NA
WDR78 N/A 6.1 7.1 64 83 7.3 67 62 6.1 6.6 65 CAPN5 83 95 7.3 87 7.7 6.6 86 7.4 10.410.695
WIPF1 6.6 65 68 NA7.6 78 6572 72 73 74 CcBS 82 81 78 7.7 63 56 85 6.9 57 NA 58
WNT3A 72 62 10467 93 85 NA 98 NA 66 7.5 CBX7 10.510.79.3 9.9 82 7.2 10.27.8 82 7.9 76
WNT5A N/ANA 7.9 7.8 9.4 105N/A 10.910.410.611.3 CCDC92 10110193 1019 81 98 78 82 75 77
WNTSB 79699 668171788974758 CD68 78 86 7 7.8 6.1 NA 81 66 7.6 6.5 6.4
YIPF2 6.8 6.9 7.3 69 8.1 7.4 67 69 69 7.2 7.4 cDS1 07 10787 92 8 69 94 87 82 76 72
ZADH2 7776 84 77 93 96 77 85 85 82 86 CHAC1 12.110.99.5 10584 8.2 12 10.710.110.810.8
ZEBT 79 757 8193 10674 87 10310210 CKMT1 97 10691 99 85 7.3 10 86 9.1 6.8 67
94 Anhang



Gensymbol
CLDN4
COL18A1
CTGF
CXCL16
CYB5R1
D030074E01RIK
D14ERTD668E
D930005D10RIK
DGKA
DIDO1
DNAJC6
DNMT3L
DOT1L
DPPA5
DUSP1
EG434197
ELAVL2
ELF3
ENOX1
ENPP2
EPHX1
ESRRB
ETVS
EXOC3L
FABP3
FANCI
FBX015
FBX02
FGF17
FOLR1
FOXQ1
FPGS
GAB1
GADD45A
GADD45G
GCLM
GDF3
GJB3
GLDC
GLS2
GM129
GNA15
GPRC5A
GRAMD1B
GSTM2
GSTP2
GSTT2
GTSF1IL
H2-BL
HECA
HELB
HIP1R
HMGB2L1
HSPB1
HSPBAP1
IER3
ILDR1
IMPA2
INA
ITGB4
ITPK1
JMJD2C
KLF2
KLF5
KLF9
KNDC1

nf_72StdWN
72StdWN
 96StdWN

96StdWN
Msgn1_96StdWN

48Std_BD
Msgn1i_96StdBD

nf_96StdBD

T_72StdBD

T_96StdBD

48Std_WN

—
13.313.812.913.312.310.812.711.111.99.7 8.7

11.611.810.311.310 9.9 11.4N/A 11.210.910

12411911511 10.188 12199 11.49.9 9.6
9.7 93 7.9 86 7.4 NA96 69 87 NANA
9.7 92 95 917987 979 818287
7589 67 79 66 68 757 79 71 67
7.3 86 NA74 58 NA6 NANANANA
88 8 77 72 62 65 96 83 83 85 8.1
9.5 10.38.6 9.6 85 79 9.4 79 93 81 7.8
85 84 NANA7 75 84 NA77 NANA
9.2 10.66.2 9.6 58 N/A 84 NA59 NANA
12.813.37 12378 NA11 NA77 6 NA
85 86 8185758 88868 8283
15.416.112315 11.89.2 14.211.110.88.5 9.1
11.811.810.511.39.9 9.1 11.410.210.29.4 9.4
79 89 7.1 81 6.7 NA73 65 59 59 NA
91989 9484798877 NA7 7

73 83 69 7.7 6.6 57 6.9 64 6.7 6.7 6.4
86 9 NAB86 64 NA7 NAS59 NANA
88 83 8.1 7.8 6.6 N/A88 6.4 NA NANA
8595748 6869 8872726262
12513.98.9 12689 NA 10971 83 7.1 NA
94 96 91 95 85 85 94 95 77 79 86
8 79727462NA687 NAG NA
12313310.112 9.4 75 12591 11.59.1 8.1
68 757 7263 717571787874
10.511.785 10675 6.4 89 7.2 6.6 59 6.2
9.1 86 82 88 76 7.3 95 77 77 69 7

85 79 84 NA69 NA83 7.1 58 NANA
86 88 6 7.8 58 NA77 NA66 NANA
78 76 72 7.7 6.1 6.6 71 69 7.6 6.2 NA
10.810.710.210.49.4 9.7 10.910.210.510.510.6
12.813.211.5612511.311.312510.511.611 10.9
10.410.589 10 89 89 99 81 82 8 84
94 97 7 98 86 9.7 88 NA 11.41059.1

11.811.411.111.29.6 87 11.510.210.19.7 9.3
11.211.38.6 10.26.5 N/A 10.36.5 N/A N/A N/A
10.311.79.4 1089 7.7 99 92 99 9.6 9.4
12713 12.412.811.79.3 12.811.910.610.19.8
87 92 82 85 7263 94 73 73 68 6.6
93 9 7387 73698777747579
7.7 84 69 78 6 NAG68 69 65 NANA
89 88 7.6 86 7.6 63 85 NA9.1 6.6 NA
73 78 62 72 62 647 NA63 NANA
11.312.39.9 11.310.39.7 10.79.1 9.8 89 9.3
9.6 10.86.5 9.8 6.6 N/A 8.3 N/A N/A NA N/A
9.5 10.28.3 89 79 75 96 78 75 7.7 74
9.1 98 6.9 89 6.4 NA76 6.3 NANANA
72 72 6.6 NAS59 NA7 NANANANA
62 7.1 NANAG61 62 6.7 6.2 6.7 6.3 6.6
N/A 1029 N/A 88 NA NA NANAO9.1 92
7 7368 7161617164626 NA
11.811.211 N/A 10.1N/A 11.410.710.610.410.4
11.111.410311.19.8 88 10.89 10.38.3 8.3
12212.211.711.810.710.6 12 11.411 11 11

10.19.8 91 94 82 72 9.8 82 9.7 78 7.4
657 57 66 57 NA 63 NA58 NANA
88 93 86 9 76 77 87 87 82 84 84
83 83 748 69 63 78 6.4 NANANA
8192 73 84 71 NA83 63 81 6 56
10.310.59.7 10.19 9.6 10.29.9 93 95 9.8
86 82 738 6962847 686868
10.911.97.8 11.184 6.1 86 NA 73 7.1 6.3
11.311.810.41059.4 88 10.694 98 9 85
11.411.79.8 10586 84 11.310 9.4 84 83
10 11.17.8 10.186 63 96 65 7.7 6 N/A

n
T

Gensymbol
L1TD1
LAD1
LAPTM5
LIPH
LOC100044257
LOC100046049
LOC100047619
LOC100047762
LOC216963
LPL

LRRC8
LRRFIP1
LTB4R1
MANBA
MAPK13
MAPK8IP2
MAPKAPK3
MEF2B
MKRN1
MREG
MSRB2
MT2

MTA3
MTHFD1
MTHFD2
MVP
MYBL2
MYD116
MYLPF
NANOG
NDG2
NDP52
NFATC2IP
NOD1
NPAL2
NR2C2AP
NUPR1
OSTF1
OXCT1
PCGF5
PDK1
PDLIM1
PDYN
PHC1
PHF17
PHF19
PKP3
PLA2G1B
PLAC8
PLCG2
PLCH2
PLEKHG5
PMM1
POUSF1
PPAN
PPARGC1B
PPM1K
PRAMEF12
RAB25
RAD9B
RBPMS2
RFX2
RGS9BP
RHEBL1
RHOX5
RIMS3

nf_72StdWN

96StdWN
T_96StdWN

Msgn1_96StdWN

T_72StdWN
nf_96StdBD
Msgn1_96StdBD

T_96StdBD

48Std_WN

[
12612112312210 8.1 1
77 8 738168678
10.711.96.8 10.57.9 6.8 9.7 N/A 8.6 6.8 6.6
76 83 6.7 74 6.4 NA 6.6 NA59 NANA
69 7 66 7159617 62 NANANA
78 87 NA81 6 NAG6 NANANANA
13.813.413.313.412.412.413.713.513.113.313.4
747 72 716166737564 7169
64 7 67 NA61 616566 71687

9 958799777 10181 89 85 83
62 7 NANAGB61 62 67 NA63 6 6.1
7578 68 NAG66 7.1 7.7 6.6 89 86 8.2
86 94 78 87 74 71 84 75 76 68 6.8
10 11179 99 83 7.7 88 68 7.6 6.6 6.9
83 92 79 86 7.6 6.4 87 68 6.7 6.5 NA
77 8 69 8464 NAB27 83 87 82
11.111.210.310.49.4 9.2 11.210.39.8 9 9.3
83 83 6.8 75 6.2 N/A84 66 6.7 6.6 6.6
94 938 867 6189 656566 6.6
10211282 10 81 68 98 8 8 6.6 7

859 7687787177 76736867
89 97 87 93 79 65 81 71 61 65 NA
11.311.910.511.310.110 10.910.611.211.110.7
12.712612.812511.511.512.912.311.511.611.5
10.39.7 9.5 9.5 85 87 10.299 93 9.5 9.7
94 10 82 96 85 83 9.1 75 95 88 8.1
10.110.98.4 10 81 N/A 9.2 86 9.1 92 89
9.7 10 89 9.7 88 85 9.7 89 97 94 9.1
10.611.76.7 10.27.3 N/A75 N/A 6.8 6.9 6.6
11 11810610584 7 11.110.66.7 6.7 7.2
13514 12 13 10.99.6 12911.510.410 8.9
74 9 NAB83 6.3 NA62 NANANANA
82 88 7.1 78 6.3 65 75 6.9 6.1 NA7

94 9 79 83 6.8 NA81 65 NA NANA
84 84 848 67 NA86 74 7.3 NANA
9.9 99 93 9.8 86 88 9.7 9.1 89 88 88
11.11097.3 93 7.9 7.8 10466 7.1 6.1 6.4
10.410.99.5 10.19.1 85 10594 95 8.7 84
10.810.910.510 9 8.6 11.110.79.6 9.1 8.9
10.710.910 10.39.2 86 11.210.211.911.410.6
9.9 10.69.2 9.8 86 82 93 9 92 93 95
12.212.710.912.410.710.311.910.6 12.4 11.710.7
6.6 7.4 NA66 57 NAS59 NANAS59 NA
11.911.811.811.710.710.111.810.8 10.210.510.3
11.4N/A 10.110.79.7 NNANA 9 99 NA 93
7 76647361 NA62 NA6G2 6 6.1
76 79 6.6 74 6.4 NA74 NA74 59 NA
1191219 10.87.5 N/A 11.18.1 6.2 N/A N/A
9593 8 93817509494 98 88 84
9.9 10110 9.8 88 86 10291 7.7 8 7.9
6.7 7.9 NA74 6.1 N/A 65 NA NA NANA
8597 74 88 76 7 85 68 75 7.1 69
11.812 10.511.29.8 9.6 11.210.110 9.7 9.7
12.912612.412210.39.2 12.811.985 8.6 9.3
8182778 69768 8 797638

84 87 7.7 78 66 75 9.1 95 79 82 8.1
82838 7364638379 666469
829 NAB81 68 NAB1 62 86 7.1 6.1
9.2 94 86 95 84 NAB86 7.2 66 6 NA
82 84 63 69 59 6278 636 6266
11.711.610.811.49.9 10.211.910.911.211.311.2
9.7 11.18.7 10.39.2 83 86 73 72 72 75
8584 78796869918 737977
9.7 99 91 9.7 88 91 97 95 95 9.7 99
10.41067.9 10675 74 93 71 85 7.1 7

9591879 79 67 99 84 84 86 82

n

o
©
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©
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E 2 s 2
=:2222%8.,283¢%2 =:3222%8.,3835%2
52232282223 52222282223
Z5R38 53888 5 gNREEEEZFINSE 5

Gensymbol 22 2 Gensymbol 2 g2 2
RPP25 11211892 11 84 7.3 1058 88 8.1 82 CHRNA3 NANANANAG 79 NANA NANA 7.5
RRAGB 10310497 10.49 9.1 10291 89 9.3 95 CHST2 71 67 69 66 759 7 10 7.7 7.8 84
RRAGD 88 9.2 7.8 8.7 7.7 8.1 89 88 86 83 8 CHST? 7.4 NA 92 7.5 94 11.169 10.97.2 8.7 105
SDC4 10411 93 10.69.3 7.8 99 83 93 86 8.1 CITED! 69 65 7.1 7.6 7.7 87 65 7.1 7.1 68 8.3
SEMA4A 8279698 6765857 7 6868 COL23A NA NA NANA 78 92 NA 81T 7.1 7.5 8.2
SEMA4B 11111.810.111.210.29.4 10896 10.110 9.9 COL5AT 9.6 86 9.8 9.3 10311299 9.7 111106108
SERPINBEC 69 7.9 NA 8.1 67 NA 6.1 NA NA NA NA CRABP1 NANANA 68 7.6 93 63 7.7 82 9.1 97
SH3TC1 738 717869 NAT5 NA7 NANA CYP4F15 NANA 67 NA72 87 NA75 NAT.1 8
SLC25A12 75 7.7 68 7.4 62 7.1 65 62 7.1 6.7 68 DGKG NANANANAG 7.7 NA 63 NANA 7
SLC29A2 78 77 78 78 67 74 77 777 7278 DLL1 62 6.8 NA 6.6 7.8 9.7 NA 7.6 NA 6.1 7.3
SLC35F2 72 76 68 7.6 62 NA 81 62 6.1 NA NA DLL3 NA NA NA N/A 6.1 7.2 N/A 6.4 N/A N/A N/A
SLC7A3 12612 NA 12396 7.6 12397 9.8 10.19.8 EDNRA NANA 69 7.5 92 1026 7.4 92 88 86
SMPDL3B 10611288 10.37.8 7.6 9.8 7.7 82 7.4 7.8 EMID2 NAG1 NATZ1 9 106NA66 9.4 9.3 9.2
SNAI3 10410289 9.2 7.7 N/A 10675 7.4 6.6 N/A EMILIN NANA NANA 62 7.4 66 69 7.9 7.4 7
SNX30 86 95 7.7 85 73 7.4 89 75 84 8 7.9 FBN 62 6 67 65 74 84 66 6.8 8.4 84 7.6
SORD 9 957782697 9 81747271 FGF10 56 56 6.3 63 7.3 88 NA 10.69.1 9.5 10
sox2 637 NAG7 57 NA56 NANANANA FOXC1 NANA 65 7.4 95 11264 82 65 7.5 94
SP1 657 NANAG 63 64 63 59 6.1 6.1 FOXC2 N/A NA N/A N/A 6.8 8.3 NA NA N/A N/A N/A
STAG3 82937 836969827273828 HOXA2 NA NA 6.4 64 7.9 93 NANA 56 66 7.9
sTC2 93 8.1 7.7 82 71 7.1 93 7.4 7.4 7.4 75 HOXBH NANAB87 7.3 99 113NA 86 9 101108
STX3 10210.39.4 NA 9.2 81 10391 85 8 83 HOXB2 6.1 6.1 7.8 7.9 96 109NA 8.4 10.410.810.7
SULT2B1 6.3 6.6 59 6.6 57 55 6.1 NA54 55 54 HOXB5 NA NA N/A 6.8 8.2 9.6 NA NA 10.110.18.9
SYN1 82 82 7.4 7.6 66 NA 78 6.8 6.6 57 6.1 HOXD3 N/A NA N/A N/A 6.6 8.2 NA N/A N/A N/A N/A
SYNGR3 87867586777 89687 69 NA HOXD4 N/A NA N/A N/A 6.2 7.8 N/A N/A N/A 6.7 6.9
SYT9 9 9381 8664648868666 NA HOXD9 NA NA NA N/A 64 7.6 NA N/A 8.7 89 103
TBX3 7.1 82 NA 6.6 55 NA75 86 9.4 93 9 HS3ST3A1 NANA NANABT 95 NA 7.2 83 85 9.1
TCFAP2C 10512293 11 88 7.9 91 10 9.1 86 7.9 IGFBP4 7 7.1 83 93 10912574 11.3122121123
TCFE3 9.4 88 88 9.2 7.9 81 9.1 82 82 7.9 7.9 IGSF21 NA NA NA N/A 65 7.4 NA NA 83 8.1 68
TDRD12 10511564 10.27.1 NA83 NA66 6 NA LHFP 65 NAG7 61 NA78 67 8 7.3 7.2 7.6
TEX19 10310769 10.164 N/A 8.7 63 6.8 NA N/A LMO2 71 7.3 96 84 10 11573 77 9 9.4 92
THY1 92 9.1 7.4 9.2 7.2 66 98 7.3 8.1 7.4 68 LOC100045484 NA NA NAN/A 6.9 87 NA 7.6 NA 7.4 9.2
TIMP1 10210.493 10 8.9 9.2 10289 92 86 9 LOC100046120 10496 10.510.512713.71069 96 9.2 11.1
TJP3 6.6 7.9 58 7.4 58 NA 7.4 NA 6.1 NA NA LOC100047651 9.8 9.8 10 10.110411.610.612.212.212.7126
TMEM16J 78 86 65756 NAS NANANANA MAP3K6 63 66 NA6.9 7.4 87 64 7 67 69 7.5
TMEMS4 93 7.9 7.9 83 68 NA 89 6.7 7.7 NA NA MEIST 6.4 65 NA7.8 9.1 10565 7.4 10 106103
TMPRSS13 76 8 657363 NA73 57 68 56 NA MEIS2 8.1 82 10 10311612679 11 11.511.8119
UBD 789363766 NAT7 NANANANA MEOX1 N/A NA N/A 9.3 11.6132NA NA N/A 6.6 8.2
USP28 9.7 10.386 10 87 88 97 9.1 85 8.8 89 MESP1 NA NA NANA 7.8 95 NA 12.17.8 9.7 111
UTF1 11311797 11.17.8 N/A 1097.1 69 NA N/A MFAP4 65 65 7.1 7.3 92 1027 81 7.7 76 9
WHDCH 8.1 85 7.4 7.6 65 6.4 81 7.2 7.4 7.3 66 MMP2 95 9.2 10.710411912810.311 122123128
WNT7B 78 7.9 NA 7.6 61 NA79 NA8 NA NA NBL1 7.1 62 63 NA 67 7.7 7.1 NA 6.9 NA NA
WWCT 847977797 63867 6965 NA NGFR 75 7.3 6.4 7.5 7.3 86 67 6.3 63 6.5 7.6
ZFP296 8997729 63 NAT9 68 6563 63 NKD2 69 657 6874 93 73 8.1 6.4 68 8
ZFP42 859 NAB3 62 NA79 62 59 NA 61 NKX3-1 6 6264 7.4 86 97 6566 NA6 66
ZFP750 79 89 NA8 61 NA73 NA 64 NANA NOTCH! 67 66 7 738797678 7.1 7281
ZSCAN10 11.311.310.811.110.29.8 10911.19.6 9.8 104 NRARP 85 8.4 9.4 88 99 11 92 10.182 8.7 96
ZSWIM1 10210997 10.39.2 9.2 9.7 97 9.1 89 9.2 PCOLCE 75 74 7 69 73 87 79 6.8 8.4 7.2 7.2
PDGFRA 66 6.7 6.5 83 9.5 11.4NA 11.510.810.711
) .. PLXNA2 6162918 96 10767 10.79.8 9.9 105
WNT3a/Noggin, 96Std, Msgn1, aktiviert PNLIPRP2 NANA57 NA7 82 59 66 7 7.8 9.1
PTGES 595959586 7258 NA736 63
z a PTHR1 54 56 NA67 65 77 NA6 63 65 62
.= 2 § . B RASGRP3 NA NA NA 6.4 7.8 93 NA 84 69 7.6 88
5555828888 RELN 73 64 68 7.1 789 76 75 7.4 7.3 7.8
JR2823 <323 % RFTN NANA7 NAT76 92 63 10.283 9.2 101
Gensymbol oo 22280228 SFRP5 N/A N/A N/A N/A 6.1 7.3 N/A N/A N/A N/A N/A
6230427J02RIK NAG 7 678397 NA85 76819 SLCO2B1 VA NIA N/A N/A 6.2 7.8 NIA NA 6.5 N/A 6.8
ALDH1A2 NA NANA6.1 7.7 96 NIANA 59 65 79 SNAI1 VA 6.7 NANA 82 97 N/A 1028 86 96
APH1B NA N/A NA NA 64 7.4 NIA 64 6.7 6.3 66 STRAG VA NIA N/A 6.6 84 9.8 NIA N/A NIA N/A 6.6
ARG1 N/A NA 87 7.8 10.411.6N/A 68 NA 6.4 7.5 TBX1 NA NA N/A 6.6 7.3 8.2 N/A NA N/A N/A N/A
ATP2A1 61 64 69 NA6GY 82 NA 68 7.3 7.8 8 TBX6 NA NA NANA 75 96 NA 82 NA 6.6 84
BC039093 96 9.9 10610812 13 99 11.511.611611.6 TCF15 8477 82 86 10612 8 75 NA63 73
BC089491 NA NA 64 66 65 7.6 NIA 69 NA N/A 68 TGFBI NA NA NA NiA 7.7 87 NIA N/A 8.4 NA 7
96 Anhang
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gERS 855K S8 5 gERS8 55K S8 5

Gensymbol LereE =22 e =S Gensymbol e e =22+ e =2
TNS4 NA NA NIA 64 66 8.4 59 82 7.5 72 7.3 GADD45B 91 86 91 81 7.3 61 9.3 76 88 7.2 69
TWISTA 7.4 65 83 82 97 10.77.4 93 9 92 9.8 GAL3STY 74737373776 7466756869
UNC5C NA NANANAG7 8 NA 63 12412512 GASB 83 87 79 8277 63 8677 939 81
UNCX N/A NA NIA NA 6.4 8.4 NA NA NIA NA N/A GJB3 10.311.79.4 10.89 7.7 99 9.2 9.9 96 9.4
WNT5A NANA 79 7.8 94 105N/A 10.910.410611.3 GLDC 12713 12412811793 12811.910.610.19.8
ZEB1 79 75 7 81 93 10674 87 10310210 GNAZ 7 77 767476 65 71 62 6.7 68 6.3
GNG4 N/A N/A N/A NIA 7.6 6.7 NIA NA N/A N/A 65
] . GP38 12512412112211510 12.311611.710.8103
WNT3a/Noggin, 96Std, Msgn1, deaktiviert  cprcsa 89 88 7.6 86 7.6 63 85 NA 9.1 66 NA
GPX2 10 10.39.5 10.911.57.5 7.6 7.1 6.1 65 NA
z o GRB7 12 11912 1231169.8 12 10310.910.9107

3 2 GRHL2 98 92 86 88 8 63 93 7.1 7.9 63 NA

Z =z Z2 z & a9 a ®

z££5£82888% GYLTL1B NA 88 86 87 84 72 91 75 8 7.7 78
223289823 ¢ HSPBH 11.111.410311.19.8 88 1089 10.383 83

Gensymbol 8 g & i N I I 5 IER3 10.19.8 9.1 94 82 7.2 9.8 82 97 7.8 74
1700027A23RIK NA NA 84 7.8 99 6.4 NA NA NA NA N/A IGFBP2 1110911411411 9.1 11.310210.89.1 7.8
2410081M15RIK 84 88 75 85 72 6.1 76 65 62 58 59 IL18 N/A NA NA NiA 7.2 6.2 N/A N/A N/A N/A N/A
2410116GO6RIK 11112 84 10.97.7 62 94 7.6 6.8 NA N/A IL28RA 6.9 73 64 69 66 54 7 57 64 NANA
3110043J09RIK 9.2 86 9.1 87 85 7.1 94 NA91 8 69 ITGA3 10.797 10 99 9.4 7.9 10981 10.18.1 7.2
4732456N10RIK 6.1 N/ANA 81 87 63 NA NA NA NA N/A KCNAB2 N/A N/A N/A N/A 7.2 62 N/A N/A N/A N/A N/A
6430550H21RIK NA N/A N/A N/A 7.7 6.1 N/A NJA N/A N/A N/A KIF21A 78 77 78 79 74 63 82 73 63 64 63
A030007L17RIK 9585918885719 8668717 KLF2 10.911.97.8 11.184 6.1 86 NA 7.3 7.1 63
AES 83 86 84 87 88 73 89 § 76 69 64 KNDC1 10 11.17.8 10.186 63 96 65 77 6 NA
A NA NA73 NA73 62 65 NA 63 NA NA KRT18 11311.211.311.812399 11.395 128122106
ANGPTL2 N/A N/A N/A NA 75 62 NA N/A 6.8 6.7 6.4 KRT7 7.6 8 8188 89 6477 NABT7 64 NA
ANKRDS6 91 95 82 89 83 69 96 67 97 92 9 L1TD1 12612112.312210 81 12611988 85 86
APIM2 94 97 91 91 8 67 98 87 7.9 65 65 LOC100044177 10 10210410410 85 10 9.7 10 93 83
ARL4C 9.9 87 10.19.4 84 7.2 10.383 9.9 96 83 LOC620807 10.610510.39.7 9 6.4 9.8 9.6 6.9 69 7.1
ATG9B 93 10 77 96 75 62 88 76 88 72 6.3 LRRC48 59 NANANA77 6.1 61 NANA NA 65
ATP1B1 11611.810511.295 76 11.991 97 79 69 LRRC8D 11.711.811511.211.199 11.810.110.29.8 10
B3GNT7 89 89 9.4 88 9.1 7.4 88 84 7.8 76 7.7 MAPK13 8.3 9279 86 76 64 8.7 68 67 65 NA
BCAM 82 79 8 78 75 65 86 68 81 73 64 MCF2L 7583 72 7.8 73 62 7.5 62 64 64 63

BEX4 13.713.213513513.111.813.713 13112812 MREG 10.211.282 10 81 68 98 8 8 667
BIK 86 79 85 81 82 7 B84 72 6.6 64 65 MT 15.315.915315.415.214.114.814313513 128
BST2 94 96 95 9.1 9.1 76 93 81 7.6 7.6 7.4 MT2 8.9 9.7 87 93 79 65 81 71 61 65 NA
CAMK2B 85 9.1 82 86 7.7 66 86 66 NAG N/A MYL4 7 81 NA78 NAGE 6.9 79 96 99 95
CBX7 10510793 99 82 72 10278 82 79 76 NANOG 11 11810610584 7 11110667 6.7 7.2
CDH 11 10.810910.810692 10810 93 82 8 NDG2 13514 12 13 10996 12911510410 89
CDKL2 NANA 66 NAT72 56 67 NAG NA NA NRGAM 918 9382776597 88 NANANA
cDS1 07 10787 92 8 69 94 87 82 76 7. NUP210 11.912.111.911.911.19.6 11.910710.110.29.7
CHRNB 98 91 9 89 86 73 957 84 71 NA oLIG1 11.810913.110.410.18.4 12212 7.6 79 7.9
CKMT 9.7 10691 9.9 85 7.3 10 86 9.1 68 67 PCDH1 777 8185735877 6568 62 NA
CLDN4 13.313.812.913.312.310.812.711.111.99.7 87 PCSK9 1079 9 9883 73 10.17.3 7.8 66 65
CLDN6 12912612.913.113.411 12910.711.59.3 85 PGAS 9.3 8.7 82 94 81 62 7.6 NA NA NA NA
cLice 849 8209388 738871857965 PHOX2A 8276 787572 62 8572 68 69 7.1
CORIN N/A N/A N/A N/A 8.2 6.6 N/A NJA N/A N/A N/A PIK3CB 10110293 88 9 8 9.7 81 95 86 77
CTGF 12411911.511 10188 1219.9 11.499 9.6 POUSF1 11987 11 11.193 78 11 86 92 78 7.3
CYBS61 10.210.110.810211 9 10596 9.3 89 9 POUSF1 12912612.412.210.39.2 12.811.985 86 93
DEDD2 91 96 91 94 89 77 88 82 82 79 78 PRSS8 10.410.310.110.210 82 10 87 9 82 82
DENND3 8 778178 74 6283 7.1 69 69 69 RBM35A 9.8 9597 959 7193 89 7.6 68 NA
DHX32 9.8 10495 99 95 85 99 92 92 9 84 RELB 797775 7.7 74 63 7.4 68 75 7.1 63
DND1 9.3 10210893 9 7.7 9 10 83 87 87 RIMS3 9591879 796799 84 84 86 82
DOC2B N/A NA N/A N/A 7.2 5.7 N/A N/A N/A N/A N/A RIPK4 10911.210911 10.69.1 10.911 10.510.110.3
DPPAS 15416112315 11.89.2 14.211.110.885 9.1 RNF208 9193 87 89 85 71 95 76 84 85 82
ELF3 73 83 69 77 66 57 69 64 6.7 67 64 RPP25 11211892 11 84 73 1058 88 81 82
ELL3 9.6 95 9.7 96 9.1 7.7 10.284 82 7.3 7.2 SAMD10 8.8 8.7 8.8 88 92 77 87 72 7.2 62 6.7
ERAS 949 95 10293 71 92 75 N/A NA N/A SAMD3 N/A NA NA NIA 7.4 6.4 NIA NA N/A NJA NA
ERCC2 77 NIA76 7.8 7.4 62 79 65 6.7 67 6.3 SDC4 10.411 93 10693 7.8 9.9 8.3 9.3 86 8.1
ESPN 7 747276 76 63 74 65 71 68 6.1 SEPP1 NANANANAG 69 NANA NA NA NA
F2RL1 10.710.411.210210.19 10410 9.1 7.9 83 SLC27A2 96 82 849 79619 NANANANA
FABP3 12313310112 94 75 12591 11594 8.1 SLC2A3 14314514 14.214211.814.112514414 134
FBXO15 10511785 10.675 64 89 72 66 59 62 SLC40AT 10.910.810210.19.7 7.7 10.586 10.18.2 7.2
FCHO1 83 86 9 87 87 75 83 78 74 72 72 SLC7A3 12612 N/A 1239.6 76 12397 9.8 10198
FOXA3 85 83 82 87 85 68 88 7.3 69 7.3 7 SPINT! 8 77798 78668269797 66
FOXJ1 62 NA74 NA7563 6 NA626 NA SPIRE2 8383848385748 7 686668
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Z5R38 53888 5 gNREEEEZFINSE 5
Gensymbol 22 2 Gensymbol 2 g2 2
ST14 9.1 92 87 88 84 7.1 94 7.8 84 66 6.2 CHST2 71676966759 7 10 7.7 7.8 84
STMN2 10910.210.310.99.8 8.9 10693 94 7.7 7 CHST? 7.4 NA 92 7.5 94 11.169 10.97.2 8.7 105
STX3 10210.39.4 NA 9.2 81 10391 85 8 83 CLDND1 8379 88 83 88 9283 959 889
TACSTD2 10410 9.1 10.49.4 7 10583 11.485 69 CMTM6 10.110.411.310.210410 10.111.210.510610.8
TGM! 9.1 848 84 7565 85 6.4 86 62 NA CNTNAP2 65 62 7.4 7.3 82 7.6 63 7.5 NA6.1 65
TMEM79 87 83798174658 687862 NA CPLX1 72 67 69 7.4 NAGS 7.5 88 7 74 72
TNFRSF12A 10698 10210 10.58.3 10585 93 7.5 6.8 CRABP1 NANANA 68 7.6 93 63 7.7 82 9.1 97
UNC13B 929 9191897793858 7974 CX3CL1 68 63 7.3 NA 7.9 7.7 67 86 68 7.1 7.9
WFDC2 12.913.112.813.412.711.413.412.1 135132119 oXX1C 75 6.7 98 7.3 86 9.1 7.7 92 7.1 7.7 87
CYBs 88 8.2 10384 9 91 86 9.8 7.9 7.9 84
. D030028016RIK 67 62 68 65 7 7.3 62 7.3 6.6 6.6 67
BMP4/DKK1, 72Std, T, aktiviert DGKK 7 NA10178 97 87 66 9 66 7.3 7.6
DLK1 62 NANA7 7.8 86 67 83 115117118
z o DND1 9.3 10210893 9 77 9 10 83 87 87
-2z 2 § . 5 DPYSL5 8781829 879883 101869 97
zs£::s28,28238 DSP 7 66 7.7 7686 76 72 83 86 83 7.7
£ 232235 2032232 9
S 832832823 ¢ DUSP2 69 6.1 7.1 59 64 75 65 7.7 6.8 7.4 82
Gensymbol oSN 22280228 EDNRA NANA 69 7.5 92 1026 7.4 92 88 86
1110012D08RIK 89 9 99 96 10510.291 10 9.6 97 10 EFNA4 88 87 9.1 92 95 96 88 97 93 94 95
1300007L22RIK 6.4 NANANANAG63 65 7.4 7.2 7.6 7.5 EFNB1 747593 86 92 94 74 86 10210.193
1700007G11RIK 6.8 6.1 85 7.1 84 63 66 7.7 NA NA N/A EHD3 62 NA 66 NA 69 74 6172697 7
1700088E04RIK 6.7 67 95 83 10.78.4 63 7.4 7.3 7.2 7.8 EMP3 7771727183887 8 888787
2010301NOARIK 64 61 66 6.9 69 72 62 72 75 78 75 EOMES N/A N/A N/A N/A NA NA 59 9.2 N/A N/A 6.1
4732471D19RIK 8276858 828587 99 85 87 89 ETSRP71 9.3 86 95 91 86 93 9 10810511.111.2
4921528GO1RIK 86 89 87 88 87 9.2 84 95 82 84 87 EVXi 9.3 71 10.56.7 87 88 10212610211 11.9
4930511J11RIK 6.3 NANANANA 66 63 84 NA7 84 FGF15 75 66 NA7.7 67 73 7 79 10 10.110.1
4930583H14RIK 84 9 9294929288 10111 11.3103 FGF8 9.9 81 12493 11.111.810512688 10.1117
5133401NO9RIK 9.1 89 1089.3 10.19.6 9.1 10.29.1 95 97 FGFRL 6266687 838 66768 7882
6030429GO1RIK 64 72 84 7.1 86 8 657559 65 7.4 FKBP14 69 62 81719 836781777579
6330403K07RIK 78 78 9 9.2 10.410483 9.4 10.110.2108 FOS 6.1 63 66657 656 72766967
6332401019RIK 6.4 61 6.4 N/A 67 6.8 64 7.6 NA NA NA FOXC1 WA N/A 65 7.4 95 11264 82 65 7.5 94
7420416P09RIK 94 8398 94 9 86 96 11210 10.2107 FOXH1 858287838 8786060979897
A930010120RIK 10 10.59.6 9.3 8.1 83 9.7 10781 7.5 89 FRATZ 85 92 88 92 93 87 83 97 9 93 95
ABCDA4 7 79727 69737283869 85 FSCN1 12:312.412712.713.113.412.313.413.513.413.4
ABHD14B 839 84 8586 88 84 97 89 9.1 93 FST 9 69 10475 82 93 87 10.3NA63 7.5
ADRA2A 7 6199 76 10395 64 88 7 7.8 88 FUT10 787 8376838677091879 92
ADSSL1 68 7.7 86 7.8 89 94 82 96 10210510 FzD7 10710999 11.111.111.810.611.910 10 112
AMHR2 65 68 NANAGS 7 61 78 74 7.9 8 GATAG 7982 96 9 91 95 65 11.911.612 116
ANKRD37 6.6 67 71 7.3 69 6.7 6.4 75 7.4 7.7 76 GBX2 87 89 10711.611.81257.3 0.6 83 99 113
APCDD1 NANANAG7 67 7.1 6 74 98 97 9.2 GJA7 76 78 81 78 74 81 73 82 74 79 82
ARID3B 10.610511.910.811.912 10611.911.411.911.8 GLIS1 VA NiA N/A NIA N/A 63 6.2 8.1 7.4 7.7 8.1
BC023829 86 72 10379 89 88 89 10192 95 9.8 GRHPR 10410711 11 11.210.810.511511.511.6115
BC039093 96 99 10610.812 13 99 11511.611.6116 GSC 73 65 11183 94 95 63 1147 75 85
BC067047 62 67 7.3 7.3 81 82 7.1 9.1 7.7 83 87 H1FO VA NIA 68 66 7.2 7.7 59 72 68 7 7
BCLG 69 67 NANA71 67 68 87 65 61 6.9 H2AFY 96 10910.710310711 94 10510911 10.8
BICCH 64 6 92 81 10710 62 7.4 68 7.3 7.9 HDAC? 73 69 7.5 76 85 9.1 77 87 92 9.1 03
BMP4 78 84 10192 10311 74 103136138136 HEST 9.4 92 10.79.4 10.49.8 10111 10.110.410.4
BNIP3L 10911 11711712112 10812 124124124 HEY1 82 88 9 9510310578 11.294 99 103
CAR14 7.3 77 86 10.510.29.7 89 10.99.9 10.5107 D1 67 64 829196 93 10 11 10811.1117
CASPE 838297 9 99 10288 97 96 96 10 IFI27 NANA79 67 7.3 71 64 7.3 6.1 59 6.7
CBX2 8177 87 9.2 94 9.7 82 92 95 96 96 IFI35 64 NIA8 NAT7477 6177636 7
CCDC134 88 85 89 89 91 94 87 10 95 96 9.3 IGF2BP2 11212311.812612512.811.312.313.113.4132
CCDC3 73 74 81 71 75 67 66 7.8 83 88 95 IGFBP4 7 7.1 83 9.3 1091257.4 113122121123
CCND3 10210710711 11 11.310.111.111.711.411.2 IGFBPL1 6.1 66 6.8 64 7.2 66 64 7.4 62 74 7.6
CCNO 95 83 10984 93 85 7.7 93 6 72 77 IGTP 75 7.6 10.78.1 10398 7.6 9.4 7.4 7.6 9
CD40 68 68 77 71 75 83 7.3 83 74 77 85 IIGP2 72 7.4 10784 1071087 99 728 96
CDC42EP4 10.210.310810.711.412 10.111.111.411.411.8 IL17RC 6 6377657777597 636575
CDX1 64 NA73 67 71 71 57 7 56 NAS7 ING2 79 78 81 82 79 82 8 B9 83 82 B2
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Gensymbol
IRX3

KCNIP3
KCNMB4
KIF3A

KTI12

LBH

LEFTY2
LEPREL1
LGALS3

LHFP
LOC100044190
LOC100045780
LOC100046232
LOC100046255
LOC100046741
LOC100047200
LOC100047651
LOC100047870
LOC212390
LOC621823
LOC670044
LOR

LRIG1

LTBR

MAGED1
MAGED2
MAP2K6
MAP4K4
MED4

MEIS2

MEIS3

MFAP4
MICAL1

MIXL1

MOCS1
MRPS6

MSX1

MTVR2

MYCL1

MYL4

N4BP2
NDRG3
NDUFB9

NMB

NME5
NOTCH1
NPTX2
NRARP

OAT

0ODz4

OLFM1

oTX1

PARP14
PDLIM4
PDZK1

PECI

PEG3

PEX26

PGK1

PHC2

PHLDA2
PIP4K2A

PJA1
PLEKHA8
PLXNA2
PMP22
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ZR88E2R88 %
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- € - €E - =2 §  E +— =
6.6 69 87 10511 1097.4 83 10.310.210.1
6.1 6.2 65 NA68 76 66 7.7 72 7.7 7.7
N/A59 57 6 67 71 56 6.8 6.2 62 65

8 8 847988897889 899189
757 75747 777282727472
71 72 99 92 10610 7 86 81 86 87
10.310.510.98.3 9.5 10.69.4 11.66.8 7.1 9.2
NANANAG64 7 78 63 82 84 84 82
9.5 93 10.59.8 10510489 98 99 9 9.8
6.5 NA67 61 NNA78 67 8 7372 76
82 82 99 84 91 91 83 94 82 82 88
8.7 9.9 93 96 9.5 10278 10.79.5 9.8 10.8
9.3 9.1 84 92 94 10 93 10410 10.210.1
N/A N/A N/A N/A N/A N/A 6.5 83 10.811.110.4
11.712 11.611.912513.211.412512.111.912.3
86 9.7 NA 81 NANABY9 10211.211 10.6
9.8 98 10 10.110.411.610.612212.212.712.6
6 NAG66 69 72 75657569 73 7.1

73 68 93 69 91 87 65 78 65 68 7.9
7 6688 7586857 88737481

6.8 6.6 78 7.1 76 74 7.6 88 10.710.910.2
78 NA75 66 69 72 72 98 68 74 87
7.8 82 10195 11.411.47.4 89 73 7.7 84
N/AN/ANA 66 63 71 59 7.2 71 69 6.9
12112 12.812.813.613.412.113.313.513.613.6
10.811 11.811.512.612.710.911.812.412.112.2
NANAG62 68 75 82 56 66 71 7 73
6.4 69 69 6.8 6.6 69 63 7.4 69 63 65
10.610.610.410.410.310.510.511.510.810.7 10.8
8.1 82 10 10311612679 11 11.511.811.9
N/A59 66 6 6.6 68 55 6.8 6.4 6.8 6.9
65 65 7.1 73 92 1027 81 77 76 9

66 7 68 7.7 82 89 66 7.7 87 87 87
6.4 NA92 NA67 75 6.3 11.36.3 6.8 8.2
10 9.4 11.610211.110.79.7 10.911.511.7121
10.710.410.810.711.711.510.6 11.811.111 11.3
63 NA7 67 7.8 85 74 11.112512612.1
82 7.7 87 87 96 96 81 93 96 95 93
10.610.111.610.511 9.7 10.611.79.3 9.3 9.7
7 81 NA78 NAG66 69 79 96 99 95
74 748 78 77 8174 86 85 83 83
78 72 97 74 86 87 76 92 76 7.7 86
72 69 737273716777 687471
68 6.6 79 68 7.3 7.3 68 82 72 75 7.8
6.5 NA9.9 7.7 10884 6.7 7.7 N/A63 7.1
67 66 7 738797678 717281
9.2 95 88 99 11 96 89 10 6.4 73 82
85 84 94 88 99 11 92 10182 87 9.6
12211.913.412212.412.311.712.712.412.512.7
6.7 75 68 76 87 96 75 93 84 9 93
79 76 878 949 84 98 84 87 93
6.8 6.2 6.7 6.8 7.3 76 6.3 96 63 7 7.8
6.1 NJA93 72 83 83 6.4 83 64 73 8

73 8199 92 11 11676 11.111.8123125
72 89 75847771638 6 6271
79 77 82 8 88 91 77 88 84 84 88
7569857 78738 9 929386
74 73 817477 757485757878
6.1 N/A81 NA77 69 66 7.5 6.1 62 6.2
10.29.8 11 10911411510 11.511 11 112
11.211.410611 11.112112.114.114.915415

85 86 86 9 94 95 86 10198 9.7 9.6
10.110.311.410.811.211.610.311.612.512.312

727 827482817383737679
6162 918 96 10767 10.79.8 99 10.5
NA 64 6 76 75 NA72 93 11.611.310.8

Gensymbol
POPDC3
PPAP2B
PPIC
PRTG
PSMB10
PTPN18
RABSB
RBP1
RCOR2
RFTNA1
RGS12
RHBDL7
RILPL2
RNU6
ROBO1
RPL22L1
RSPO3
RXRG
S100A10
SALL1
SCLY
SEMAS5A
SEPT8
SGCB
SGK1
SH3PXD2B
SLC25A10
SLPI
SMAD1
SMARCE1
SP5
SRRD
STEGALNAC4
STAT1

T

TAP2
TBX3
TCEALA1
TDGF1
TGFB1
TGFB1I
TMEM90A
TNFRSF1A
TNS4
TRPC2
TSC22D3
TWIST1
TXNIP
UHRF2
UPP1
USP3
VEGFC
VIM
VLDLR
VSTM2B
WBP1
WNT3
WNT5B
YAF2
ZBTB2
ZCCHC12
ZEB1
ZFP334
ZFP516
ZFP672
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nf_72StdWN

T_72StdBD

T_72StdWN

f 96StdWN

T_96StdWN

48Std_WN

48Std_BD

—
=
f=2]
17}

=

N/A N/A 6.4 N/A N/A N/A 6.2
N/A 88 86 82 92 9 7.1

nf_96StdBD
Msgn1_96StdBD

75 67 75 77
84 82 82 77

11.611.811 11.211.111.511.612.814 14 136

6.7 6.1 7.3 6.5 8.2 86 7.1

85 9.6 9.2 87

10.810.312.510.811.911.910.712 10.210.811.7

N/A'N/A 6.5 N/A 6.8 6.6 6.5

78 82 88 87

9.9 95 11.210.411.411.810.211.410.911.111.3

9.6 9.6 10.310.110.910.78.5
72 74 7276 7779 64
NANAT7 NAT76 92 63
85 84 9.7 87 93 9.1 85
74 76 82 7.7 84 83 7.3
817886849 9 78

95 87 9.1 10.3
78 74 77 78
10.28.3 9.2 10.1
95 9.1 89 89
82 78 7.7 83
88 9.1 93 9.2

12612 12112 12212712.313.212.413.413.5

84 858 92 96 94 86
6.9 65 6.6 6.6 6.5 6.4 6.4
6.9 64 10.185 11.211.96.4
NANAT7 68 6 NAG.1
93 81 10283 9 9.1 94
78 79 85 87 88 94 76
9.3 94 10.79.2 95 9.2 95
6.7 63 75 74 92 92 6.9
8.3 82 89 89 9.6 10.39
71737576818 73
12.912.712.712.211.911.912
69 63 8 85949 68
8.6 83 95 89 92 96 88
83 NA78 NA66 8 87
82 78 82 79 82 88 8
10.19.7 10.610.511.411.110

11.39.8 10.110.2
73 66 68 6.2
10.39.2 9.8 115
7.3 N/ANA 6.3
10.89.7 9.4 9

86 7.8 8.1 87
10.48.7 87 9

78 92 95 9.1
10.79.9 9.9 105
85 81 78 79
13.410.510.711.9
79 81 86 87
10.18.6 8.8 9.1
11.5N/A 6.4 8.1
10.28.7 8.8 9.3
11 10.910.710.9

11.595 12.310.412.212.110.41299 10 10.7

757 7568 7377 66
N/A 59 64 58 64 7.7 6.1
62 NA78 NA74 78 6

7573 77 77
88 7.1 75 83
71 64 66 7

11.79.5 14111 13.812.811.413.69.1 10.111.4

68 69 94 7 86 83 72
7.1 82 NA66 55 NA75
62 58 72 64 74 73 6.3
7 66 78 NANAGB7 75
72 65857 8 8369
76 67 67 71 76 81 72
N/A'N/A 6.5 N/A N/A N/A 6.4
55 57 6.7 6.2 6.8 7.8 6.1
N/A NAN/A 6.4 66 84 59
69 7 7373798264
N/A8 NANAO94 94 8

74 65 83 82 9.7 10774
9.3 99 10910611 10.59.3
10.110.411 10.410.910.89.7
10.210.412.710.911.6 11.48.6
89 88 9.7 92 9.8 10.189
73 79 64 72 7.1 86 6.6
9.8 86 11596 11 11 87
N/A N/A N/A N/A N/A N/A 8.9
N/ANA 64 72 82 85 7.2
818 929 10 99 84
73 64 7.1 NANANATS5
79699 66817178
75 66 81 72 81 86 76
8783 9 85848985
6.5 NA 6.7 NA71 6.2 6.1
79 757 8193 10674
73 73 88 86 9.2 9.1 81
6.5 68 6.7 6.6 7.1 7.1 6.4
6.8 64 7.6 7.6 83 85 6.2

86 64 7.2 84
86 94 93 9

78 76 77 76
8.6 N/A N/A 6.8
99 95 10 10.2
88 87 84 81
77 64 717

74 8 78 74
82 757273
74 78 82 79
98 9 89 NA
93 9 92 98
10.210.410.8 11

10811 11.111.1
11.68.4 95 10.2
10 9.8 10 10.2
76 91 85 7.1
11.212.111.911.8
10.49.1 9.6 9.9
10.410.310.7 11

94 95 9.6 9.7
88 6.7 6.6 7.2
89 74 758

8.7 85 87 86
1099 9.9 107
8.2 N/A N/A 6.5
8.7 10.310.210
92 9 91 91
73 83 83 84
74 84 8 82
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BMP4/DKK1, 72Std, T, deaktiviert s 2
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£32328832%2¢g88 ATG9B 93 10 7.7 9.6 7.5 6.2 88 7.6 88 7.2 63
2228338 R G ¢ ATP1B1 11.611.810511.295 7.6 11.99.1 9.7 7.9 6.9
n SN~ 9 0 20 N~ 2 0o P
Gensymbol N G T - SN AU023871 7.2 7.4 NIA 68 62 N/A 7.4 62 NA NA NA
1110012J17RIK 10.710.610.410.69.8 9.8 11110 92 9.2 9.8 AU040829 91 9.1 88 89 89 88 94 7.8 8.1 81 82
1190003J15RIK 97 10 88 92 83 7.8 10 88 84 74 8 AVPI1 10.310.192 94 84 8 10.18.8 85 8.2 8
1700012H05RIK 10.811.27.8 10266 N/A 10 7.1 6.4 NA NA AWS555464 12111912 11911411 12511511.811.511.3
1700019D03RIK 11.211.19.9 10.38.1 N/A 11.39 8.1 7.1 64 AXL 9 948 9 8686 9672 96 84 81
1700029G01RIK 9.2 88 86 87 89 84 89 78 89 8 8 AXUD1 1110710 10.79.4 89 10589 9.8 9.2 89
1700065013RIK 9 918284 8581 87 75 83 7.6 7.6 B230373P09RIK 7 76657179 757763747776
1810015A11RIK 11 10.89.9 10.489 8.7 10.99.9 9.8 10210 BBC3 9598 9 94 87 85 95 85 88 85 84
2010111101RIK 8 8 758164 NAB3 69646 NA BCO17612 9288 91 91849 91 82 82 89 88
2300002D11RIK 8 79 NAT75 68 69 84 657 68 NA BC057371 8 7979797 NAB4 6559 NAGS
2310057J16RIK 85898 8779 NASG 7.1 7.2 69 6.1 BC066028 96 97 87 9.1 82 7.9 94 8.1 81 7.6 8
2400010D15RIK 10.510.410 10295 9.3 10.59.6 10 10 9.7 BCAM 82798 787565 86 68 81 7.3 6.4
2410081M15RIK 84 88 7.5 85 7.2 6.1 7.6 65 6.2 58 5.9 BCAR1 10296 96 98 92 9 1049 97 95 9
2410116GOBRIK 11.112 8.4 10977 6.2 94 7.6 68 NA NA BCL11B 7.1 6.8 N/A NA N/A N/A 8.1 6.4 N/A NA N/A
2410146L05RIK 12.213.27.4 11.67.2 N/A 10.36.4 7.1 NA N/A BDH2 86 9578 86878 82687 6565
2610305D13RIK 10410 8.4 91 75 7.4 10186 7.9 7.6 7.7 BIK 86 79 85 81827 847266 64 68
2810046M22RIK 91 10 88 97 89 89 94 85 10.410.79.8 BOK 92 83 87 87 7.7 NA 9.2 7.9 67 NA NA
4632404H22RIK 94 10 84 9.1 8.2 8.4 97 87 9.8 93 9.1 BSCL2 13.312812712711.911.713.212.112.111.711.4
4930550C14RIK 71 75 72 67 7.2 68 7.5 64 7.2 66 6.9 BSPRY 76 75 72 73 61 NA 7.7 6.1 NA NA NA
4930572J05RIK 97 93 95918 NAOT7 83 69 NA 67 BST2 94 96 95 9.1 91 76 93 8.1 7.6 7.6 74
4933428G20RIK 96 9.8 89 93 89 87 97 85 99 93 87 BTBD11 9 10283 97 84 75 82 6.7 7.4 68 69
4933439C20RIK 11111 10.210.410.210.111.310.110 9.7 10 BTLA 8 6.6 68 6.6 NANAT73 6.1 NANA NA
5830467P10RIK 96 9.3 9.3 88 10.185 95 7.5 7.7 62 6.7 BZRAP1 78 76 7576 84 7 82 666 6.2 7.1
6330503C03RIK 76 65728 726578 65NA6 63 c2 82 9.8 6.6 85 6.9 NA 87 62 82 64 NA
9130404D14RIK 1.311.211 11.411.310611.610511.711.310.9 CALCA 83 8 97 94 10782 85 66 6 NA NA
9330186A19RIK 7.7 7.4 67 NANANA 7.9 65 6.6 NA NA CAMK2B 85 9.1 82 86 7.7 66 86 66 NAG NA
A930034L06RIK 92 94 89 88 94 95 95 85 86 88 9.1 CAMK2N1 73 81 69 75 81 84 7.8 68 7.6 7.2 72
AA467197 86 97 71 87 61 NA9 7.8 6.3 NA NA CAPG 85 N/A NAN/A 82 NA 87 7.7 NA NA NA
ABCB1B 97 94 88 9 7.9 76 10278 9.1 7.7 7.3 CAPNT 75817 777169 77 67 75 69 67
ACAA1B 67 7.2 69 7.1 64 NA7.6 66 6.2 NA NA CAPN5 83 95 7.3 87 7.7 66 86 7.4 10410.695
ACOT7 10.810.510.81059.7 9.1 11 9.6 9.1 86 85 CART1 74 71 69 73 7.6 7.7 7.7 6.7 6.8 6.8 69
ACTA2 88 88 6.2 84 7.9 85 7.6 55 94 7.5 74 CAR4 99 9.4 10.610.710.786 11.19.4 12.412.110.7
ADAM23 919 6383 63 65 83 6.6 NA NA 66 CBS 82 81 7.8 7.7 63 56 85 6.9 57 NA56
ADFP 75 73 7.3 73 7.9 7.3 75 65 7.8 7.2 6.9 CBX7 10510793 9.9 82 7.2 10.27.8 82 7.9 7.6
ADRB2 83 8579 84 88 96 83 62 9 76 7.2 CCDC120 11 10.910.210.810.19.7 10.69.2 10.49.9 9.7
AES 83 86 84 878873898 7669 64 CCDCY2 10.110.19.3 1019 81 9.8 7.8 82 7.5 7.7
AGRN 13313 12912.813.213.313.312.212.712.813 CD68 78 86 7 78 6.1 NAS1 66 7.6 6.5 64
AHDC1 98 94 91 94 91 97 98 86 9.6 95 9.3 cD9 1111510411 10697 11 10 10.99.7 96
AHNAK2 9 97798879 73 88 69 86 67 63 CEBPB 11511 10.610.69.9 9.1 11.210.111 9.9 95
Al413582 84 84 79 79 7.5 7.4 88 7.6 85 84 7.9 CENTD3 97 91 95 99 96 96 10284 99 9 89
Al428936 95 9.8 93 95 9.1 93 99 88 9.4 93 9.2 CHAC1 12.110.995 10584 82 12 10.710.110.810.8
AKAP12 13 13.211.612.110.710.112911 12.611.911.2 CHICT 82 81 78 77 73 7.5 81 7.2 79 82 81
AMN 91 83 NA8B6 6 NA9 667 64 NA CHRNBT 98919 8986730957 8471 NA
AMOTL2 84 7.4 82 76 7.3 6.4 85 6.8 8.2 7.8 7 CITED4 79 76 68 74 75 65 83 63 7.3 NA NA
ANK 85 858389897786777 7 74 CKB 13914.413.413712812 13912512 109117
ANKRD47 86 9.6 7.6 85 7.7 76 85 7.4 7.7 74 75 CKMT1 9.7 10691 9.9 85 7.3 10 86 9.1 68 6.7
ANKRDS56 91 95 82 89 83 69 96 67 9.7 92 9 CLDN3 81 9.1 84 9.1 84 NA 84 67 7.9 NA NA
ANXA3 12211.611.711.211.211.312.110.811.810.2105 CLDN4 13.313.812.913.312310.812.711.111.99.7 87
AOAH 91 94 66 86 6 NABS2 62 NA NA NA CLDN6 12.912612.913.113.411 12910711593 85
APTM2 94 97 91 918 67 98 87 7.9 65 65 cLics 84 9 829388 7388 7.1 8579 65
APAF1 10410.710.110.110 10 10.79.7 10.410.210.1 CLN3 10210.39.3 9.7 95 89 99 7.7 95 89 83
APOA2 94 96 83 88 7.8 7.2 86 7.1 6.4 N/A NA CLNG 76 82 73747772817 837678
APOC1 99 10689 99 8 7.3 95 8.1 83 7.5 7.6 CMTM8 83 82 92 95 10.37.8 88 7.2 8 7.7 73
APOE 11.112.110.710.910.39.8 11 95 10511 103 COL2AT 68 6 67 83 94 7.7 6.9 57 58 57 59
ARHGDIG 10295 9.7 9.5 87 8.2 10.58.9 9.4 9.5 87 CORO1A 7.6 75 66 7.3 N/A N/A 82 63 N/A NA NA
ARHGEF18 11 10.810.810.410.29.8 11.110 10.29.8 9.9 CPTIC 7376 6673727472627 68 7.1
ARHGEF19 7377728 73 NAT6 63 6.4 NA NA CRELD1 89 9.2 84 86 7.7 6.9 9.1 7.9 7.4 6.8 69
ARHGEF3 10210 7.2 94 7.2 6.7 93 6.6 89 86 8.1 CRIP2 1.911.711.811.511.210.112.210511.6 11 9.8
ARHGEF4 87 92 7.6 82 7.1 6.8 9.3 83 81 8.1 81 CRMP1 83 7.7 75 84 7.6 7.7 86 6.7 6.5 55 6
ARLAC 9.9 87 10.19.4 84 7.2 10383 9.9 96 83 CRYAB 86 84729 77 65 84 64 96 7.2 64
ASAH3L 7.7 82 62 7.4 65 65 7.2 62 6.6 NA NA CSF2RA 8286778 77798171768 78
ASPHD2 8378758378749 69787778 CSRP1 1.611.110.711 11110711210 125123116
ASS1 11.311.910410.89.6 8.9 11.510510.59.1 8.4 CTGF 12.411.911.511 10.18.8 12199 11.49.9 96
ATF3 8 73717561 NA77 66 7.1 NA NA CTSH 89 91 75 94 83 75 87 67 7.9 7.1 7.7
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Gensymbol e N2 2 Gensymbol e 22
CXCL16 9.7 93 79 86 7.4 NA 96 6.9 87 NANA GAB1 12.813.211.512511.311.312510.511.6 11 10.9
CYB561 10.210.110.810.211 9 1059.6 9.3 89 9 GADD45A 10410589 10 89 89 99 81 82 8 84
CYBA 10.611.510.611 11.110.811.19.9 11 10.610.3 GADD45B 9.1 86 9.1 81 73 6.1 93 76 88 7.2 6.9
CYP27A1 68 74 63 63 6.1 72 75 6.3 6.3 6.2 6.9 GARNL3 9.4 9.9 10499 10.810.610.29.3 9.8 10.210.4
CYP4F13 86 9.3 7.8 86 84 83 87 7.7 8.6 89 87 GCA 72 72 7 69 62 NA74 63 59 NANA
CYR61 78 64 8 65 72 61 78 6.2 NA59 5.6 GCLM 11.811.411.111.29.6 8.7 11.510.210.19.7 9.3
CYSLTR1 7.7 N/A 7.6 N/ANANA79 63 NANANA GDF3 11.211.38.6 10.26.5 N/A 10.36.5 N/A N/A N/A
D10BWG1379E 858 78757 NAB8S6 65 62 NANA GDPD1 79 79 82 89 9.7 82 83 68 7.7 81 7.6
D430039N05RIK 85 85 78 83 86 75 89 6.7 7.2 69 6.7 GIPC2 758 7579 77 66 81658 67 NA
D930005D10RIK 88 8 7.7 72 6.2 65 9.6 83 83 85 8.1 GLIPR2 11 10.710.510.610.410.811 10 11511 N/A
DCLK2 77 877 8 73718163 63 64 66 GLS2 87 92 82 857263 94 73 73 6.8 6.6
DDAH1 10.29.6 10.410.510.68.9 1028 9.8 9.3 8.2 GM129 939 7387736987 77747579
DDIT3 97 98 7.7 85 76 68 9.7 71 8 7.7 6.9 GM2A 9 9788 9391829181959 84
DDIT4L 10 10.110 96 10 9.6 99 9 9.1 87 91 GNAZ 7 77 76 7476 6571 62 6.7 68 6.3
DDR1 93 NNANA9 92 NA97 78 9.1 81 75 GNG13 89 85 82 82 86 84 89 73 898 86
DEF6 959589858 8495848 7879 GOT1L1 9 10284 89 89 95 9.7 84 87 89 9.3
DENND1C 81 86 82 85 86 75 81 69 NA6 NA GPR19 9.9 10.395 99 9.3 89 10.19.1 94 9.7 9.2
DENND3 8 778178 746283716969 69 GRB7 12 11912 12311.69.8 12 10.310.910.910.7
DGKA 95 10.386 9.6 85 79 94 79 93 81 78 GRHL2 98 92 86 888 63 93 7179 63 NA
DLX3 76 8 69 8181847866989 88 GRM6 92 6.9 7.7 6.6 N/ANAB9 6.2 NA NA NA
DMN 6.4 66 57 59 62 7.2 6.8 5.7 54 54 6 GSTM2 11.312.39.9 11.310.39.7 10.79.1 9.8 89 9.3
DNAICH 63 71 7 66 67 68 69 6 58 NANA GSTT2 95 10283 89 79 75 96 78 75 7.7 74
DOK2 11589 10484 84 78 10479 68 7 7 GTSFIL 91 98 69 89 6.4 NA7.6 6.3 NANANA
DPP7 11.211.79.4 10.69.7 9.3 10.89.7 10.29.5 9.3 GYLTL1B N/A 88 86 87 84 72 91 758 7.7 78
DPPA5 15.416.112.315 11.89.2 14.211.110.885 9.1 HBEGF 78 7569 76 79 7.7 78 66 9 87 9

DSCR1L2 9.6 1049.1 94 89 81 9.9 82 88 86 83 HES6 97939 9 878396 84 81 82 82
DUSP1 11.811.810.511.39.9 9.1 11.410.210.29.4 94 HMOX1 93 8787828 7695838 7576
DUSP14 83 74 71 74 67 69 76 66 7 NA®6.2 HSPB1 11.111.410.311.19.8 88 1089 10.38.3 8.3
DUSP3 6.5 55 6.1 57 55 N/A6.5 54 58 56 NA HSPG2 11.711.710.811.310.6 10.711.910.6 11.711.310.9
EFCAB4A 72 7573 657 58 76 62 6.6 NASS8 HVCN1 87 87 79 87 83 758567747272
ELAVL2 91 989 9484798877 NA7 7 HYAL1 8 827 6668 738364716567
ELL3 96 95 9.7 96 9.1 7.7 10.284 82 73 7.2 ICAM1 87 89 82 84 78 7.7 88 74 83 64 6.7
EMP2 79 79 82 8295748 619689 76 IER3 10.19.8 91 94 82 72 98 82 97 78 74
ENCA1 11.711.311 11.210410.611.510.29.9 95 9.8 IFI30 9.8 10.29.2 96 8.7 87 10288 9 85 88
ENDOD1 949 919 91919586 95 82 84 IGF2 12.612.911.614.515.115.413.411.815.515.715.4
ENG 7.8 81 N/A67 NAB5 79 64 6.8 6.8 6.9 IGFBP2 11 10911411411 9.1 11.310.210.89.1 7.8
ENO2 79 86 66 79 7.1 66 85 6.4 7.7 79 75 IGSF1 73 73 78 7578 7 7.7 68 64 64 6

ENO3 85 84 86 88 9.4 92 9.1 81 10 9.8 9.1 IGSF9 11.710.911.211.811.610.711.510.110.310.110.7
ENPP2 8.8 83 8.1 7.8 6.6 N/A 8.8 6.4 N/A NA NA IL28RA 69 7.3 64 69 66 54 7 57 6.4 NANA
ENPP5 78 82787982728 69757 67 INA 83 83 74 8 69 63 7.8 6.4 NANANA
ENTPD2 72 7.8 6.9 65 N/ANA76 6.3 NANANA INSL6 91 93 93 91 94 82 9582 827979
EPHA2 10.39.1 10.286 8.6 84 94 8 6.8 NA 6.5 IRS2 9 84187778 8292748428674
EPHX1 8595748 6869 8872726262 ITGA3 10.79.7 10 99 94 79 1098.1 10.181 7.2
ERAS 94 9 95 10293 7.1 9.2 7.5 N/A N/A N/A ITGB4 8192 73 84 71 NAB83 63 81 6 56
ERCC2 77 NA76 78 7.4 62 79 65 6.7 6.7 6.3 ITSN2 91 93 83 87 82 78 9.1 758376 75
ERCC5 10.610.710.210.110 10.511 9.9 10.610.310.4 JDP2 7.3 6.6 NA65 NA62 78 65 92 91 8

ERRFI1 11.311 10.611.111 10611.110 11.710.610.1 JMJD2C 86 82 738 6962847 686868
ESRRB 12.513.98.9 12.68.9 N/A 10.97.1 83 7.1 NA JUND1 72 71 73 71 71 64 74 64 64 59 NA
FABP3 12.313.310.112 9.4 75 12591 11.59.1 8.1 KCNJ4 71 72 64 7 67617262636 62
FBXL4 8 8173757473847 777573 KCNK1 11.410.910.610.69.8 9.3 11.29.8 10 85 85
FBXO15 10.511.785 10675 64 89 7.2 6.6 59 6.2 KDELR3 86 958294969 8472888 76
FBXO2 9.1 86 82 88 76 73 95 7.7 7.7 69 7 KIF1A 9.1 87 84 82 73 67 99 73 78 6.7 6.7
FEM1B 13.413.413 12912.612.313.612.713 12.712.6 KLF5 11.311.810.410.59.4 8.8 10.694 98 9 85
FEZ1 76 82 7276 72798 6 55 NANA KLF7 10197 93 959 86 10 9 91 9 88
FGF17 85 79 84 NAG6.9 NAB83 7.1 58 NA NA KLF9 11.411.79.8 10.58.6 84 11.310 9.4 84 83
FHLA1 11.511.810.911.711.611.311.510.512.211.811.8 KLHL7 99 88 92 92 85 86 9.7 85 83 81 7.8
FHOD1 91 92 89 91 88 91 95 85 98 10 95 KNDC1 10 11.17.8 10.186 6.3 9.6 65 7.7 6 NA
FLVCR2 8.3 88 64 82 7.3 6.7 81 6.3 82 6.7 NA KRT18 11.311.211.311.812.39.9 11.39.5 12.812.210.6
FOXA3 85 83 82 87 85 68 88 73 69 73 7 KRT8 12.812.413.113.214.112512.711.614 13.6124
FOXE1 71 6.6 6.2 NANANA75 62 NA NANA LAMB2 798 748 78768 67919 81
FOXN3 83 9 848682788978 94 9.1 84 LAMCH 10.510.810.611 10.610.310.89.6 11 10.510.3
FOXO1 10 9.4 95 95 9.2 84 10287 84 7.7 79 LASP1 11.811.711.611.611.611.311.810.911.711.3 11

FOXRED2 8174757 687 83686869 68 LEFTY1 12.611.913.610.311.511.511.710.77.3 7.8 85
FRRS1 89 96 84 86 78 7.1 92 74 7.7 69 6.7 LGI2 798 768276 738367778 83
FSD1 8181748378 778364727 74 LLGL2 11912 11.811.911.110.212.310.512.212 10.8
FZD5 10 10.611.512.112.710.19.9 89 81 7.8 7.8 LMNA 86 83 7582 7.7 75 88 73 95 83 76
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Gensymbol 22 2 Gensymbol 2 g2 2
LOC100041103 86 93 81 86 79 76 84 6.7 89 85 7.7 PDLIM7 12311.711.711.611.411.212111 11.711.211
LOC100044566 73 75 NA 65 NANA71 61 67 63 6.1 PGAMS5 11.911.811 11.311.210.911.810 11.110.510.1
LOC100044934 77 78 73 7.6 6.8 N/A83 6.9 6.7 6.4 6.4 PHC1 11.911.811.811.710.710.111.810.810.210.510.3
LOC100045019 77 84 7478 8178 8172777872 PHGDH 94 88 91 9.1 84 8 10188 9.7 95 87
LOC100045981 9.7 9.1 84 10.29.1 83 9.8 7.6 87 83 83 PHLDA1 9.9 88 87 9.4 10.110.79.5 8.4 10.610.510
LOC100046120 10.49.6 10.510.512.713.710.69 9.6 9.2 11.1 PHOX2A 82 76 78 75 72 62 85 7.2 6.8 6.9 7.1
LOC100047173 88 93 79 84 76 75 92 73 76 6.2 6.3 PICK1 92 88 87 88 82 76 9.1 76 79 79 76
LOC100047579 9.3 93 94 95 92 83 96 84 86 85 83 PIK3CB 10.11029.3 98 9 8 9.7 81 95 86 7.7
LOC100048733 84 85 82 89 827488 75 88 86 73 PIM3 11 10.810.110.49.8 9.3 11 9.9 10.610.810.2
LOC381801 72 71 76 71 67 66 7.7 66 7 6.8 6.7 PKP2 10.610.410.510.19.9 7.9 1089 10.910.59.5
LOC626152 98 9587 9 81 NA99 77 82 59 NA PLA2G10 9.5 10.37.4 9.4 N/ANA 9.4 6.4 N/A NA NA
LOXL1 86 84 77 82 8 83 89 64 10398 87 PLA2G1B 1191219 10.87.5 N/A 11.18.1 6.2 N/A NA
LPL 9 958799777 10181 89 85 83 PLAUR 8473717 66 NA78 637261 NA
LRPAP1 12.812.912.612.412 11.412911.512.112.111.6 PLCG2 99 10.110 9.8 88 86 10291 7.7 8 79
LRRC3 75 74 77 73747 8574787773 PLEKHA1 12.311.912.211.811.611.412211.211.110.911.3
LRRC8D 11.711.811.511.211.19.9 11.810.110.29.8 10 PLEKHF2 12.912.612.511.611.110.412.611.610.710.6 10.8
LRRFIP1 75 78 68 NA66 71 7.7 6.6 89 86 82 PLEKHG5 8597 7488767 8568757169
LTB4R1 86 94 78 87 74 71 84 75 76 6.8 6.8 PLK2 92 88 79 85 85 82 92 74 8576 7
LTBP4 99 10 85 91 NNANA96 7.7 71 69 7.1 PLK3 96 94 84 898 738972716667
MANBA 10 11179 99 83 7.7 88 6.8 7.6 6.6 6.9 PLTP 65 72 6.7 69 65 63 75 6.4 69 6.3 6.2
MAPK12 85 83 84 858378 9176757472 PLVAP 81858178 74 69 83 6.7 6.4 65 62
MAPK13 83 92 79 86 7.6 6.4 87 6.8 6.7 6.5 NA PMM1 11.812 10.511.29.8 9.6 11.210.110 9.7 9.7
MAPK4 76 72 71 69 6.8 6.3 7.7 6.5 NJAN/A 6.1 PODXL 92 92 99 10510496 10 8.8 11.311.610.9
MAPK8IP2 77 8 69 8464 NA827 8387 82 POLI 819 75827675 846879818
MAPKAPK3 11.111.210.310.49.4 9.2 11.210.398 9 93 POLK 848 7574747785738 7777
MBNL2 99 10 83 92 92 88 99 84 9.7 9.3 9.1 POU3F1 11 97 11 11193 78 11 86 92 78 7.3
MBOAT1 87 79 8581 77 69 88 76 78 7.3 68 POUSF1 12.912.612.412.210.39.2 12.811.985 86 9.3
MCAM 89 94 76 84 7.7 6.7 89 6.8 7.7 6.4 6.4 PPP1R1A 9.9 9.1 10.710.712.812.410.58.4 8.7 9.3 96
MCF2L 7583 72 78 73 62 75 6.2 6.4 64 63 PPP1R9A 93 92 86 9.1 94 85 95 74 88 92 9
MEF2B 83 83 6.8 75 6.2 N/A 84 6.6 6.7 6.6 6.6 PQLC3 84 858 818381867379 NAT74
MFSD2 84688 7863628 696 6163 PRAMEF12 82 9 NABS81 68 NAB1 62 86 7.1 6.1
MID1IP1 10.610.39.9 10.310.110.810.69 10.710.29.2 PRR7 93 86 8989858 92777828438
MKNK1 8 798 8182858373828 8 PRSS8 10.410.310.110.210 82 10 87 9 82 82
MKRN1 94 938 867 6189 656566 66 PSEN2 78 79 78 78 78 71 81 7 76 7.4 638
MMP11 7581 7275837877648 6969 PTP4A3 8 858 76 NANAB2 7.3 NNA73 NA
MOXD1 75 62 88 7.7 95 67 8 7 NANANA PTPN14 919187 8479 8292 78 83 7575
MREG 10.211.282 10 81 68 98 8 8 6.6 7 PTPN21 9.8 98 92 94 91 87 10 89 95 9.1 89
MT2 89 9.7 87 93 79 65 81 7.1 6.1 65 NA PTRH1 8584 76 76 71 65 85 71 7.1 6.8 638
MTAP7 76 87 79 8 76 NA8 6.7 68 NANA PVRL2 11 10.811.110.910.710.111 9.8 11 11.110.6
MVP 94 10 82 96 85 83 91 75 95 88 8.1 RAB15 11.311.711 12212411 11.49.9 10993 89
MYO18A 82 82 81 86 78 7.7 83 73 87 87 76 RAB25 9.2 94 86 95 84 NAB6 7.2 66 6 NA
MYO6 9.8 10.39.1 9.8 9.7 82 99 88 9.3 9.1 83 RAB3D 6.7 71 65 6.7 7.1 65 74 6.2 6.4 NANA
NAVA 89 93 84 89 NANA92 76 89 NA87 RAD9B 82 84 63 69 59 62 78 63 6 6.2 66
NDG2 13514 12 13 10.99.6 12911.510.410 8.9 RAPGEF5 79 7579 8269658 7 656363
NEU1 10.811.510.810.910.710.211.310.210.510.310.2 RARG 8 7578777472797 787775
NIPSNAP1 11.611.811.611.811.110.611.710.710.8 10.910.7 RB1 82 88 74 78 7.7 78 85 7574 71 72
NOD1 94 9 79 83 6.8 N/A81 6.5 NANA NA RBPMS2 11.711.610.811.49.9 10.211.910.911.211.311.2
NODAL 95 87 94 76 7.8 76 9.8 85 65 NA 6.1 REEP6 8.6 85 7.8 83 NNANABY 76 74 73 73
NPAL2 84 84 848 67 NAB6 74 7.3 NANA REV1 10 9.9 86 94 88 89 99 88 9 9.1 92
NPEPL1 10.710.810.510.410.510.210.99.7 10.610.710.4 RFX2 9.7 11.18.7 10392 83 86 73 72 72 75
NRBP2 81797979 84 83 86 76 84 87 85 RGS9BP 8584 78 7968 69918 737977
NRCAM 91 8 9382 77 65 9.7 88 NANANA RHBDD1 85898383828 9 79858182
NUAK2 96 98 9 10.19.8 9.7 96 6.8 89 73 7.2 RHBDF1 11.310.711.210.610.410.411.29.9 10.59.9 10
NUDT18 93 89 87 86 84 76 97 79 83 6.9 7 RHOXS5 10.410.67.9 10675 74 93 71 85 71 7
NUP210 11.912.111.911.911.19.6 11.910.710.110.29.7 RIMS2 74 7575747 NAT79 68 63 62 NA
NUPR1 11.11097.3 93 79 7.8 10.46.6 7.1 6.1 6.4 RIMS3 9591879 79 67 99 84 84 86 82
OSTF1 10.410.99.5 10.19.1 8.5 10594 95 87 84 RNF208 91 93 87 89 85 71 95 76 84 85 82
PARVA 8.7 87 83 88 93 88 87 7.5 9.7 93 87 RPP25 11.211.89.2 11 84 7.3 1058 8.8 8.1 82
PCDH1 77 7 81857359 77 6568 62 NA RRAGB 10.310.49.7 1049 9.1 10.29.1 89 9.3 95
PCGF5 10.710.910 10.39.2 8.6 11.210.211.911.410.6 RUSC2 NANANAT7S5 NANA78 59 74 6.2 NA
PCOLCE 75747 69738779 68847272 S100A6 10.59.7 9.7 96 96 94 96 7.9 99 82 89
PCSK9 1079 9 9.8 83 7.3 10173 7.8 6.6 6.5 SAMD10 8.8 87 8.8 88 92 7.7 87 72 72 6.2 6.7
PCYOX1L 919 848988919 81898384 SBK 11 11.311.111.611.810.610.69.4 9.9 9.8 10.2
PCYT1B 9 898693847687 73877872 SCAMP5 10.110.19.7 9.7 9 84 10.286 85 82 NA
PDE1B 9.3 83 85 92 93 89 96 76 76 7.8 86 SCARF2 9.6 9.1 86 87 95 10.195 8 10.610.810.2
PDLIM1 12.212.710.912.410.710.311.910.612.411.710.7 SCUBE3 6.8 7.7 65 69 65 61 7.7 6 68 6.3 64
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SDC4 10411 93 1069.3 7.8 99 83 9.3 86 8.1 TRIB3 10.19.4 7.8 88 NANA 99 7.9 7.8 7.9 74
SEMA4A 8279698 6765857 7 6868 TRIM54 8 738 727 6783726469 68
SEMA4B 11.111.810.111.210.29.4 10.89.6 10.110 9.9 TROVE2 8 74757375718 67757672
SERPINE2 778 6471667278667 7169 TRP53INP1 11.311.310.610.711.210.811.110 10.710.110.3
SERPINF1 88 89 8 81 95 10288 7.4 84 83 95 ST 83918 8683728574727 72
SESN2 79 75 NA7 65 NA8 69 7.1 7.1 NA TUBB2B 11.211.310.811511.410.910.89.6 11 10 9
SHISA2 72 75 85 91 10 96 7.7 64 7.3 7.5 84 TUBB4 84 7.8 89 98 10 87 87 74 67 63 65
SLC12A8 8593 NA76 NANASBI 63 64 6 6.2 UCHL1 94 95 84 98 91 77 91 65 72 7 74
SLC25A33 10510.710.210.19.4 9 10.79.4 86 85 85 UTF1 11.311.79.7 11.17.8 N/A 10.97.1 6.9 N/A N/A
SLC29A4 8382798576799 8 757 76 VAT{ 9.8 10192 97 9.7 92 9.7 87 10296 8.7
SLC2A3 14314514 14214211.814.112514.414 134 VWA2 68 59 NA65 6 63 7.2 55 53 NA NA
SLC35F2 72 7.6 68 76 62 NA 81 62 6.1 NA NA WFDC2 12.913.112.813.412711.413412.113513.211.9
SLC40AT 10.910.810.210.19.7 7.7 10.58.6 10.182 7.2 WHDCT 81 85 7.4 7.6 65 6.4 81 72 74 7.3 66
SLC45A4 77827581 747183737 7 68 WHRN 87 86 85 83 85 83 88 7.7 7.4 7.7 81
SLC5A5 72 63 7.7 67 59 NA 7.6 62 NA NA NA WNT6 89889 92858585739 777
SLC6A9 93 86 7.6 83 7.9 83 9.1 7.9 85 89 89 WSB2 11.211510.710.810.29.9 11.210210.59.6 9.6
SLC7A3 12612 N/A 12.39.6 7.6 12.39.7 9.8 10.19.8 WWC1 84 7977797 63867 69 65 NA
SMOC1 9 9 99 10312612883 73 74 8 9.2 ZDHHC21 938684798 8309279767775
SMPDL3B 10611.28.8 10.37.8 7.6 9.8 7.7 82 7.4 7.8 ZFHX3 97 97 9 92 83 84 1018 93 93 83
SMURF1 69 7.3 6.6 66 NAG4 7.2 6.3 67 69 68 ZFP185 83 77 82 7572 6588698 7665
SNAI3 10.410.28.9 9.2 7.7 N/A 10.67.5 7.4 6.6 N/A ZFP219 10.110.210 10.29.8 9.3 10.394 9.4 9.1 9.2
SNX30 86 95 77 85 73 74 89 75 84 8 79 ZFP296 8997729 63 NA79 68 65 63 6.3
SORL1 77 83 81 7.9 81 7.8 83 7.4 6.8 64 NA ZFP365 10610 9.4 9.1 89 89 11.19.1 89 89 9.1
SP6 74 71 68 72 66 63 7.5 65 7.4 65 7 ZFP42 859 NABS3 62 NA7T9 62 59 NA 6.1
SPARC 10510610 10.810.410 10.99.7 11.710.910.4 ZFP692 8682767974829 8 79 84 86
SPINK3 10.410.411.413.213510.310.36.6 97 9 7.4
SPINT1 8 77798 78668269797 66 L
SPIRE2 8383848385748 7 686668 BMP4/DKK1, 96Std, T, aktiviert
SPNS1 84 88 83 84 7.7 79 85 75 74 7.9 76
SPSB1 78 757 74798579 6579 69 69 = a
ST14 9.1 92 8.7 88 84 7.1 94 7.8 84 66 6.2 - 2z 2 § . ;;;
STAG3 82937 836969 827273828 z25£55::5¢€5888 8
STARD10 8279 84 86 8574837381717 42223 T < & 2 2 <
STC2 93 81 77 82 71 71 93 74 74 74 75 Gensymbol gL N2 280 298
STEAP2 88 83 76 7.2 74 63 9.1 7.1 85 76 7.2 A230050P20RIK 10.310.69.9 94 9 93 10397 8 9 99
STMN2 10.910210.310.99.8 89 1069.3 94 7.7 7 BMPER NA NANAG7 71 8 NA 10488 10 11
SVOP 86959 888387 9481877478 CHST7 74 NA 92 75 94 11.169 1097.2 87 105
SYN1 82827476 66 NA78 68 66 57 6.1 CRABP1 N/A N/A N/A 6.8 7.6 9.3 6.3 7.7 82 9.1 97
SYNGR3 87867586777 89687 69 NA FGF8 99 81 12493 11.111.810512.688 10.111.7
SYp 8688 76 78 7176877772697 FOXC1 N/A N/A 65 7.4 95 11264 82 65 7.5 9.4
SYT9 9 93 8186646488068666 NA GBX2 87 89 10.711.611.81257.3 96 83 9.9 11.3
TACSTD2 10410 9.1 10494 7 10583 11.485 69 GNA14 66 72 76 71 81 88 NA B9 69 79 9.3
TEX19 10.310.76.9 10164 NA 87 63 68 NANA HOXA2 N/A NA 6.4 64 7.9 93 NANA 56 6.6 7.9
TGM1 91848 84756585 648662NA HOXB1 N/ANA 87 7.3 99 11.3NA 86 9 101108
THBS3 76677375758 7867747675 IGFBPL1 6.1 6.6 6.8 6.4 7.2 66 6.4 7.4 62 7.4 76
THY1 92 9174 9272 66 98 73 81 74 68 ISL1 N/A NA 8.4 98 10 9.2 NA 92 9.7 10.611.8
TIMP1 10.210.49.3 10 8.9 9.2 10.289 9.2 86 9 LHX1 NAG62 997 9 91 NA12 73 86 88
TJP2 99 10 98 10.194 94 98 88 85 8 85 MESP1 N/A N/A N/A N/A 7.8 95 N/A 1217.8 9.7 11.1
TLE6 79 94 7.7 88 87 81 78 68 78 7.2 65 MYL? N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 7.1 6.5 7.7 7.1
TMEM106C 899 9 9 9288094848687 86 RFTN1 NANA7 NA76 92 63 10283 9.2 10.1
TMEM125 88 82 76 77 69 NA86 62 6.7 5.9 NA RNU6 12612 12112 12212712.313.212.413.4135
TMEM150 8586 8 81 81 8487 7.7 82 83 83 SALL3 65 NNANANANAG1I NA72 6 74 75
TMEM23 8185828 8177837393939 SCARA3 65 6.3 8.6 85 11.311.27.2 67 7.4 84 102
TMEM54 93 7.9 7.9 83 68 NA 89 67 7.7 NA NA SP5 11595 1231041221211041299 10 107
TMEM79 8783798174658 687862NA T 11795 14111 13.812.811.413.69.1 10.111.4
TMEMS 82827778747 8271716969 TRH 14.113.814.414 14613.312.210.487 10 10.1
TMPRSS13 768 657363 NA7357 68 56 NA UPP1 10.210.412.710.911.611.48.6 11.68.4 95 10.2
TMSB4X 13112812 12913 12912711.213511.811.3
TNFRSF12A 10698 10210 10583 10.58.5 9.3 7.5 6.8
TNFRSF21 87 84 NA86 85 89 88 76 9 89 86
TPBG 10.69.6 10.410.110.910.310.79.6 95 8.7 9.3
TPD52 12.3129N/A 12.2N/A N/A 12.210.710.4N/A 9.9
TPM1 13312413 12.813.313.313.312 13.713.213.2
TRH 14113814414 14.613.312.210.48.7 10 10.1
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BMP4/DKK1, 96Std, T, deaktiviert s 8
z22222,.22232
- 83882883 <
= 3 Gons FRREE IS S5
zZ =z =z & a Qo a & ymbol e e =22 e S
£32328832%2¢g88 IGFBP2 11 10911.411.411 91 11.310210.89.1 7.8
4282288838 <¢ ITGA3 10.79.7 10 9.9 94 7.9 10.98.1 10.18.1 7.2
N SN K 9 S 2O~ 9O o 2D
Gensymbol L L2 IS e ITGB4 8192738471 NAB3 63816 56
1190003J15RIK 97 10 88 92 83 7.8 10 8.8 84 7.4 8 KCNK1 11.410.910.610.69.8 9.3 11.29.8 10 85 85
1700029G01RIK 9.2 88 86 87 89 84 89 7.8 89 8 8 KIF1A 91 87 84 82 73 67 99 7.3 7.8 6.7 67
2310046K01RIK 7 72667265NAT9 NA78 6 NA KLF9 11.411.79.8 10586 8.4 11.310 9.4 84 83
3110043J09RIK 92 86 91 87 85 7.1 94 NA 91 8 69 KNDC1 10 11.17.8 10186 63 96 65 7.7 6 NA
5830467P10RIK 96 9.3 9.3 88 10185 95 75 7.7 6.2 6.7 KRT7 76 8 81 88 89 64 7.7 NA 87 64 NA
ABCB1B 97 94 88 9 79 76 10278 91 7.7 7.3 LAPTMS5 10.711.96.8 10579 68 9.7 N/A 86 6.8 66
ACTA2 88 88 6.2 84 7.9 85 7.6 55 94 7.5 74 LGALST 12411.911.712212412 11.811 12.911.711.1
ADCY2 849 78837573 85827969 72 LGALS3 95 9.3 1059.8 10510489 9.8 99 9 9.8
ADRB2 83 85 79 84 88 96 83 629 76 7.2 LMNA 86 83 7.5 82 7.7 75 88 7.3 95 83 7.6
AHNAK2 9 97798879 738869 866763 LOC100047173 88 9.3 7.9 84 76 7.5 92 7.3 76 62 63
ANXA3 12.211.611.711211.211.312.110.811.810.2105 LOC626152 98 9587 9 81 NA99 77 82 59 NA
APTM2 94 97 91 918 67 98 87 79 65 65 LRRK1 7976788 82848 82887879
ASS1 11.311.910.410.89.6 8.9 11.51051059.1 8.4 MANBA 10 11179 9.9 83 7.7 88 68 7.6 66 69
ATG9B 93 10 7.7 96 75 6.2 88 7.6 88 7.2 63 MCAM 89 94 7.6 84 7.7 67 89 6.8 7.7 64 6.4
ATP1B1 11.611.810.511.295 7.6 11.99.1 9.7 7.9 69 MMP11 7581 72 75 83 78 77 64 8 6.9 69
AXL 9 948 9 8686967296 84 81 MREG 10211282 10 81 68 98 8 8 66 7
BMP1 81767881879 8376928182 NFKBIZ 818179777669 78757261 71
c2 82 98 66 85 69 NA 87 62 82 64 NA NID1 65 67 NAB9 7.1 75 63 NA 7.9 6.9 7.3
CCDC68 67 71 NA72 74 NA7.2 N/A 83 6.2 N/A NUAK2 96 98 9 10198 9.7 96 6.8 89 7.3 7.2
CD68 78 867 78 61 NAS1 66 76 65 64 NUDT18 93 89 87 86 84 7.6 9.7 7.9 83 69 7
CcD9 11111510411 10697 11 10 10997 96 NUPR1 11.110.97.3 9.3 7.9 7.8 10466 7.1 6.1 64
CDG42EP2 N/A N/A N/A 65 59 NA NA N/A 7.6 6.4 N/A PCOLCE 75747 69 73 87 7.9 68 84 7.2 72
CDH1 11 10.810.910.810.69.2 10.810 9.3 82 8 PCSK9 1079 9 98 83 7.3 1017.3 7.8 66 65
CEBPB 11511 10610699 9.1 11.210.111 9.9 95 PEA15 9.7 9.3 10.210.210.810.69.6 10 10910 10.1
CHRNB1 98 919 898673957 8471 NA PKP3 76 79 66 7.4 64 NA 74 NA 7.4 59 NA
CKB 13.914.413413712.812 13912512 109117 PLACS 9593 8 93 8175 94 94 98 88 84
CKMT1 9.7 10691 99 85 7.3 10 86 9.1 68 6.7 PLAUR 84 73717 66 NA78 63 72 6.1 NA
CLDN4 13.313.812.913.312.310.812711.111.99.7 87 PLD1 6.3 68 63 72 7.8 7.1 64 NA75 6.5 66
CLDN6 12912.612.913.113.411 12910711593 85 PLK2 92 88 7.9 85 85 82 92 74 85 7.6 7
COL4A2 10.110.185 10.810.310.59.9 9.7 11.210.29.9 POUSF1 1197 11 11193 7.8 11 86 92 7.8 7.3
COL4A5 NANANANAGBY 7 NANA7Z1 6 61 PPL 7.3 77 69 7.8 69 NA 7.1 NA 7.4 57 NA
CRMP1 83 7.7 75 84 7.6 7.7 86 6.7 65 55 6 PRAMEF12 829 NAS1 68 NABI 62 86 7.1 6.1
CRYAB 86 84 729 77 65 84 64 96 7.2 64 PRPH 7.7 7.3 N/A 6.4 NA N/A 8.3 N/A 7.4 64 NA
CTGF 12411.911511 10.18.8 1219.9 11499 96 PTGES 59 5959586 7258 NA736 63
DDR1 93 NANA9 92 NA97 7.8 91 81 75 RAB15 1.311.711 12212411 11.49.9 10993 89
DGKA 95 10.386 96 85 7.9 94 7.9 93 8.1 7.8 RELL1 76 81 75 73 7.6 7.3 7.2 69 7.7 6.6 65
DNMT3L 1281337 12378 NA 11 NA77 6 NA RHOX5 10.410.67.9 10675 7.4 93 7.1 85 7.1 7
DPPA5 15.416.112315 11.89.2 14.211.110.885 9.1 RUSC2 N/A NA N/A 75 N/A N/A 7.8 59 7.4 62 N/A
DUSPS8 75 79 NA77 NANA7 NA74 61 NA S100A6 10597 9.7 9.6 9.6 94 96 7.9 9.9 82 89
EMP1 71 67 65 7.8 88 7.4 7.1 NA 9.6 69 NA SAMD10 88 8.7 88 88 92 7.7 87 72 7.2 62 67
ENDOD1 949 919 910919586 9582 84 SLC40AT 10910.810.210.19.7 7.7 10.58.6 10.18.2 7.2
EPHX1 8595748 6869 88 7272 62 62 SLCO2A1 8 786973 NANAS2 NA79 61 NA
ERRFI1 11.311 10611111 10611.110 11.710.610.1 SPSB1 78757 7479 8579 65 7.9 69 69
ESRRB 12513989 12689 N/A 10.97.1 83 7.1 N/A SRXN1 8684888 788 868 83687
F11R 91 92 94 94 97 88 91 89 87 7.6 8.1 ST14 91 92 87 88 84 7.1 94 7.8 84 66 62
F2RL1 10.710.411.210210.19 10410 9.1 7.9 83 STARD10 8279 84 86 85 7.4 83 73 81 7.1 7
FABP3 12313310112 9.4 75 12591 1159.1 8.1 STMN2 10.910.210.310.99.8 89 10.69.3 94 7.7 7
FLVCR2 83 88 64 82 7.3 67 8.1 63 82 6.7 NA SVOP 86 959 88 83 87 94 8.1 87 74 78
FOXQ1 78 7.6 72 7.7 6.1 66 7.1 69 7.6 62 NA SYN1 82 82 74 76 66 NA 7.8 6.8 6.6 57 6.1
GADD458 91 86 91 81 7.3 6.1 93 7.6 88 7.2 69 TACSTD2 10410 9.1 10494 7 10583 11485 69
GATA2 72 72 NA75 67 NA84 76 10 9 85 TBC1D20 6.7 68 68 7 7269 76 72 82 7.2 67
GIPC2 758 7579776681658 67 NA TGM1 9184 8 847565 8564 86 62 NA
GP38 12512412.112211510 12.311.611.710.810.3 TINAGL 71 68 NA7 62 NA7 NAB2 64 NA
GPRC5A 89 88 7.6 86 7.6 63 85 NA 9.1 66 NA TMEM79 87 83798174658 687862 NA
GRHL2 98 9.2 86 88 8 63 93 7.1 7.9 63 NA TMPRSS13 76 8 6573 63 NA73 57 68 56 NA
GSTM2 11.312.39.9 11.310.39.7 10.79.1 9.8 8.9 9.3 TMPRSS2 89 9.1 10410410986 88 9.2 10483 7.4
HEBP1 81878 828 798577857577 TMSB4X 13112812 12913 12912711.213511.811.3
HOXB? N/A 6.1 NANA 7.3 64 NANAST 7.7 8 TNFRSF12A 10.69.8 10210 10583 10.585 9.3 7.5 68
HSPB1 11.111.410311.19.8 88 1089 10.38.3 83 TRP53INP2 77 76 77 78 83 78 7.7 7.8 81 7.1 68
HSPB8 859 838682 78 81 86 93 84 82 TUBB2B 11.211.310.811.511.410.910.89.6 11 10 9
HTR1D N/A N/A N/A N/A 6.1 N/A 6.4 N/A 7.3 6.1 N/A WNT4 75 73 63 72 65 N/A 81 NA 81 65 58
ICAM1 87 89 82 84 7.8 7.7 88 7.4 83 64 67 WNT6 89889 92858585739 777
IER3 10.19.8 9.1 94 82 7.2 98 82 9.7 7.8 74 ZFP36 10199 96 94 87 82 99 9 92 82 83
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= a
BMP4/DKK1, 96Std, Msgn1, aktiviert = 3
z = s = g 2,282 8
z o 2882722338 ¢
s g FRRSEESZIRNES B
zZ >z = & aaa @ Gensymbol e e =22+ e =
2335822888 ¢9 ASB12 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 7.8 7.7 6.3
42 8 2838%c¢ 888 % ATP1B1 11.611.810511.295 7.6 11.99.1 9.7 7.9 6.9
Gensymbol oI 2885222 CCDC8o N/A 6.4 N/A NA N/A 65 NA NA 8.4 75 66
ymbol S E-E -Z=2F - E +
CLDN{1 N/A N/A N/A N/A 7.8 7.1 N/A N/A 9.9 9.6 8.3
6330505N24RIK 68 72 7.8 89 99 86 7.1 76 82 87 97 CLDN4 13.313.812.913.312.310.812.711.111.99.7 8.7
ALDH1A2 N/A N/A N/A 6.1 7.7 96 NA N/A 59 65 7.9 DACT2 85897882788 79 NA7G 75 64
CITEDT 69 65 7.1 7.6 7.7 87 65 7.1 7.1 68 83 ECE1 86 89 N/ANA 87 9.1 8.9 NA 11.11099.8
D12ERTDG47E NANA73 618 84 NAG7 59 64 7.8 FHL2 65 NANA71 7.4 66 NANABI 7.6 66
DCPP1 N/A NA N/A NA 69 7.4 NANANAG 7.1 GADD45G 94 97 7 98 86 97 88 NA 11.41059.1
FOXC1 NA NA 65 7.4 95 11.26.4 82 65 75 9.4 GUCY1A3 N/A NA N/A N/A 5.3 N/A N/A N/A 75 7.1 6
GBX2 8.7 89 10.711.611.81257.3 9.6 83 99 113 HOXB5 N/A N/A N/A 6.8 82 9.6 N/A N/A 10.110.18.9
HOXA2 N/A NA 6.4 6.4 7.9 9.3 NA N/A 56 66 7.9 HS3STT 79 81 7.2 89 82 68 7.3 NA 7.1 N/A 6.1
HOXA5 NA NA 7.7 76 99 104NA N/A 6.2 69 85 IGFBP2 11 10911.411.411 9.1 11.310210.89.1 7.8
HOXDS N/A N/A N/A NA N/A 7.2 N/A N/A 6.9 6.8 7.8 IGFBP5 6.6 68 88 12313612268 NA 81 7.6 6.4
HOXD9 N/A NA N/A NA 64 7.6 NA N/A 8.7 89 103 IGSF21 N/A NA N/A N/A 65 7.4 N/A N/A 8.3 8.1 6.8
ISL1 NA NA 84 98 10 92 NA 9.2 9.7 106118 ITGA3 10.79.7 10 99 9.4 7.9 10.981 10.18.1 7.2
LGALS3BP NA NA 7.4 NA 82 87 NA 7.3 7.6 76 85 KCNAB1 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 6.8 6.7 5.8
LOC100045403 78 84 7.3 95 83 87 85 NANA 6.4 8 LOC100044177 10 10210410.410 85 10 9.7 10 93 83
LOG100045484 N/A N/A N/A N/A 69 87 N/A 7.6 N/A 7.4 9.2 MAPT N/A N/A N/A N/A N/A N/A NA N/A 6.4 N/A 5.4
LOG100046120 10.49.6 10.510512713710.69 9.6 9.2 11.1 NDG2 13514 12 13 10.99.6 12911510410 8.9
MEOX1 N/A NA N/A 93 11.613.2N/A N/A N/A 66 8.2 NEDD9 8 76 92 92 10483 7.9 87 9.1 85 74
NGFR 7.5 73 64 75 7.3 86 67 63 63 65 7.6 RBMS3 N/A NA N/A N/A N/A N/A N/A N/A 8 83 7
PNLIPRP2 NANAS57 NA7 8259 667 78 91 RND2 69 69 71 75 7.4 63 7.2 NA9 88 7.1
PTGDS NA NANA 67 83 92 NA7 67 76 9 SIATS N/A NA N/A N/A N/A 6.4 N/A N/A 8.2 7.9 6.6
RSPO3 6.9 6.4 10.185 11.211.96.4 10.39.2 9.8 115 SLCA40AT 10.910.810.210.19.7 7.7 10586 10.18.2 7.2
SCARA3 65 63 86 85 11.31127.2 67 7.4 8.4 10.2 SPON2 6576 NAB7 9 7.6 67 NA97 94 7.7
SERPINFT 88 89 8 81 95 10.288 7.4 84 83 95 SVEPT N/A N/A N/A NA NA NA N/A N/A 8.1 7.6 6.3
SHISA? 72 7585 91 10 96 7.7 6.4 7.3 75 8.4 TACSTD2 10410 9.1 10494 7 10583 11.485 6.9
SMOC1 9 9 99 10312612883 7.3 7.4 8 92 TGFBI N/A NA N/A N/A 7.7 8.7 N/A N/A 8.4 N/A 7
TGM2 72717 75797 72 NAT6 75 63
. TMEM108 61 NA75 7.7 9.4 83 6.1 NA10 10 85
BMP4/DKK1, 96Std, Msgn1, deaktiviert TNNI2 NAG6 NAG7 67 64 NANAT9 79 64
=
g 2 Expression von Foxa2
222222 ,228232%
2338332888+ z o
ZNN8S5 8 5ER8 85 = g
Gensymbol 22 e 2 2 z22z2 ocoobd
2310033K02RIK N/A N/A N/A N/A N/A NA N/A N/A 8.8 8.8 6.8 £3$323328233824g53
3110043J09RIK 92 86 9.1 87 8571 94 NNA91 8 69 2222822282 ¢%
@€ P~ o, P O~ 9 o g
ADAMTS2 N/A 6.1 N/A NA NJA NA NJA N/A 9.3 8.9 6.9 Gensymbol S L o228 o Z
AHNAK 9.2 N/A N/A N/A N/A N/A 9.4 N/A 11.210.79 FOXA2* 5 51847 8567 49 59 48 NA48
ALOXSAP 62 NA NA N/A 6.4 NA N/A NA 84 83 7.1 *Illumina-Detection-Wert >0,5
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