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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Haematopoiese, die Bildung der Blutzellen aus haematopoietischen Stammzellen, ist ein
Prozess, der im Knochenmark von Vertebraten stattfindet. Zur Steuerung von Erhalt,
Differenzierung und Selbst-Erneuerung haematopoietischer Stammzellen ist das Einwirken
diverser Faktoren aus verschiedenen zellularen Milieus von essentieller Bedeutung.

Die Proteinfamilie der EBF e@arly B-cell factoy Transkriptionsfaktoren besteht aus 4
Mitgliedern, welche sowohl untereinander als auch evolutionar stark konserviert sind. Eine
essentielle Rolle von EBF1 in der Haematopoiese, genauer in der Entstehung friiher B-Zellen
konnte bereits nachgewiesen werden. Die Expression von EBF2, einem weiteren Mitglied
dieser Familie, konnte in haematopoietischen Organen wie dem Knochenmark, genauer in
Osteoblasten, gezeigt werddtbf2-exprimierende osteoblastare Zellen sind dem Endosteum
angelagert und stellen eine molekulare Nische dar, die zum Erhalt haematopoietischer Zellen
beitragt. Wie gezeigt werden konnte ist die Anzahl von Osteoblasten proportional zur Anzahl
haematopoietischer Stammzellen.

Die gezielte Zerstérung voibf2 in mutanten Mauslinien fuhrt dazu, dass es zu einer
verminderten Anzahl haematopoietischer Stammzellen im Knochenmark kommt. Dieser
Phénotyp beruht auf einer direkten Stdérung der stammzellunterstitzenden Funktion von
unreifen Osteoblasten in EBF2-defizienten Mausen.

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob die Analyse EBF2-defizienter Zellen einen
Beitrag zur besseren Charakterisierung der Stammzellnische leisten kann. Durch den
Vergleich der Expressionsmuster vaibf2+/- undEbf2-/- osteoblastaren Zellen der Maus
konnte Angl, ein Mitglied der RNAse5-Familie in EBF2-defizienten Zellen als vermindert
exprimiert gefunden werden. Dieses sezernierte Protein spielt eine Hauptrolle bei der Bildung
von BlutgefalRen. Auch ist bekannt, dé&sgylan Zellen bindet, in diese eingebracht wird und
dort durch die Stimulation der rRNA-Transkription die Ribosomenbiogenese und somit die
Zellproliferation beeinflussen kann. Das verringeiiggl-Level in der haematopoietischen
Stammzellnische konnte so einen Einfluss auf die Proliferation der Stammzellen haben.
Analysen dieser Arbeit identifizieren Angl als direktes Zielgen von EBF2.

In vitro konnte durch eine gleichzeitige Verminderung der ExpressiorEbéh 2 und3 in
osteoblastaren Zellen mittels RNAI eine weitere Verringerung der stammzellunterstitzenden
Funktion der Osteoblasten gezeigt werden. Um diesen Hifekvo untersuchen zu kénnen,
wurde ein Mausmodell zur gleichzeitigen ExpressionsverminderungBldh, 2 und3

generiert.



Einleitung

1  Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Unser Organismus ist den verschiedensten Arten von Pathogenen ausgesetzt. Zu seinem
Schutz haben sich eine Reihe hoch spezialisierter Zelltypen entwickelt, die das Immunsystem
des Korpers bilden. Wie alle zellularen Bestandteile des Blutes entwickeln sich Zellen des
Immunsystems aus haematopoietischen Stammzellen, die sich bei Saugern im Knochenmark
befinden. Pluripotente Stammzellen haben die Fahigkeit, sich entweder selbst zu erneuern,
oder Vorlauferzellen zu bilden, welche sich in begrenztem Mal3e wieder vermehren und zu
myeloiden und lymphatischen Zellen differenzieren (Abb. 1). Myeloide Vorlauferzellen
kénnen sich zu Granulozyten und Makrophagen weiter entwickeln und als Hauptbestandteil
des angeborenen Immunsystems agieren. Lymphatische Vorlaufer entwickeln sich zu
Lymphozyten, die sich in B-Lymphozyten und T-Lymphozyten untergliedern. Lymphozyten
sind Teil der adaptiven Immunantwort, bei der man die zellulare von der humoralen

Immunantwort unterscheidet.

1.2 Haematopoietische Stammzellen - Die Grundlage des

Immunsystems

Wie bereits erwadhnt, bilden haematopoietische Stammzellen die Grundlage des
Immunsystems. Im sich entwickelnden Mausembryo findet die Bildung haematopoietischer
Stammzellen im Dottersack, der Plazenta und der Aorta-Gonaden-Mesonephros-Region ca.
10 Tage nach der Befruchtung statt (Godin et al., 1995; Medvinsky and Dzierzak, 1996). Ab
E12,5 kdnnen haematopoietische Stammzellen hauptsachlich in der fotalen Leber gefunden
werden (Mikkola and Orkin, 2006), zum Zeitpunkt der Geburt wandern sie tUber das Blut zum
Knochenmark.

Eine ihrer wichtigsten Fahigkeiten ist es, einen lebenslangen Erhalt aller Blutzelltypen zu
gewabhrleisten. Auch uUber die Lebensdauer eines Organismus behalten haematopoietische
Stammzellen diese Fahigkeit. Das zeigt die Tatsache, dass das stammzellenthaltende
Knochenmark in zweite und dritte Empfanger transplantiert werden kann ohne die Kapazitat
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Einleitung

zur Selbst-Erneuerung und Differenzierung in alle Zelltypen des Immunsystems zu verlieren
(Domen and Weissman, 1999). Zu identifizieren sind haematopoietische Stammzellen
einerseits durch das Nichtvorhandensein Linien-spezifischer Oberflachenmarkgr wigN

CD4, CD8, B220, TER119, MAC1 und GR1, die hauptséchlich von differenzierten Zellen
exprimiert werden und andererseits durch die starke ExpressiorSeairund cKit (lin’,

scal, ckit', so genannte LSK-Zellenpllerdings haben nur ca. 8% dieser LSK-Zellen, die
Langzeithaematopoietischen Stammzellen, eine nicht limitierende Selbsterneuerungskapazitat
(Osawa et al., 1996). Im Gegensatz zu Kurzzeithaematopoietischen Stammzellen befinden
sind diese Zellen in einem ruhenden Status, das heil3t sie teilen sich nur sehr selten. Die sich
haufiger teilenden Kurzzeithaematopoietischen Stammzellen entwickeln sich aus
Langzeithaematopoietischen Stammzellen, differenzieren weiter zu gemeinsamen
Vorlauferzellen (Abb. 1) und unterscheiden sich zum Beispiel durch die Expression von
CD34, die auf Langzeithaematopoietischen Stammzellen nicht zu detektieren ist (Kondo et
al., 1997; Akashi et al., 2000; Christensen and Weissman, 2001; Adolfsson et al., 2005; Kiel
et al., 2005; Yang et al., 2005).

1.3 Mesenchymale Stammzellen — ein weiterer Bestandteil des

Knochenmarks

Neben haematopoietischen Stammzellen sind mesenchymale Stammzellen ein weiterer
Bestandteil des Knochenmar{&hort et al., 2003; Muguruma et al., 2006; Wanagl.e2006).

Aus diesen undifferenzierten, multipotenten Zellartseeht die Mehrheit der stromalen
Zellen, wie zum Beispiel die zur Knorpelbildung bendétigten Chondrozyten, knochenbildende
Osteoblasten, Fibroblasten, Adipozyten des Fettgewebes, Endothelzellen und muskelbildende
Myozyten (Abb. 1). Ein Kriterium zur Identifikation mesenchymaler Stammzellen ist das
Fehlen von haematopoietischen Markern wie CD45, CD14, CD34 sowie des Endothelmarkers
CD31 (Valtieri and Sorrentino, 2008). Durch die Transplantation einer Zellpopulation von
CD146 positiven koloniebildenden Fibroblasten (CFU-F) konnte die multipotente Kapazitat
dieser Zellen gezeigt werden. CD146 positive Zellen konnten so als selbsterneuernde
skelettbildende Vorlauferzellen identifiziert werden (Sacchetti et al., 2007).
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Makrophagen
Granulozyten Monozyten
Makrophagen ~| Osteoklasten

Vorldufer Granulozyten
CMP
Megakaryozyten Erythrozyten
Erythrozyten
Vorliufer Megakaryozyten
£ T-Zellen
= MUILBOTSALE e 1P B-Zellen
i Vorlaufer
trabekularer NK-Zellen
Knochen
— Chondrozyten
—» Osteoblasten
trabekularer — Adipozyten
Knochen MSC —
— Myozyten

Knochen — Fibroblasten

Knochenmark

= Endothelzellen

Abbildung 1: Haematopoiese im Knochenmark.Haematopoietische Stammzellen (HSC)
befinden sich im Knochenmark in der Nahe der dem Endosteum angelagerten Osteoblasten,
oder in der Nachbarschaft von Endothelzellen der sinusoidalen GefaRe. Nach jeder Teilung
verlasst eine Tochterzelle die Stammzellnische um zu proliferieren und zu differenzieren. Aus
haematopoietischen Stammzellen entwickeln sich zwei Vorlauferlinien: Chétan{on
myeloid progenitar gemeinsame myeloide Vorlaufer) und CLPsorimon lymphoid
progenitor, gemeinsame lymphoide Vorlaufer). Mesenchymale Stammzellen (MSC) befinden
sich ebenfalls in der Knochenhdhle. Sie differenzieren zu Chondrozyten, Osteoblasten,
Adipozyten, Myozyten, Fibroblasten und Endothelzellen. Geédndert nach: (Yin and Li, 2006).

1.4 Osteoblasten — Abkdmmlinge mesenchymaler Stammzellen

Die sich aus mesenchymalen Stammzellen entwickelnden Osteoblasten weisen je nach
Differenzierungsstadium eine unterschiedliche Morphologie auf und sind dem Endosteum
angelagert. Eine der Hauptaufgaben von Osteoblasten ist die Regulation des Knochenaufbaus
(Wagner and Karsenty, 2002). Die Grundlage der Knochenbildung beruht auf einem
Gleichgewicht zwischen Knochenaufbau und —resorption. Fur dieses Gleichgewicht ist eine

Balance von Osteoblasten und Osteoklasten, welche aus haematopoietischen Vorlaufern
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entstehen und fir die Resorption des Knochens verantwortlich sind, essentiell (Takahashi et
al.,, 1988). Osteoklasten sind wie Osteoblasten dem Endosteum angelagert. Eine
Kommunikation dieser beiden Zelltypen findet einerseits durch das von Osteoblasten
sezernierte M-CSF nfacrophage colony stimulating facjor statt, welches ein
Uberlebenssignal fiir Osteoklasten liefert (Yoshida et al., 1990; Lagasse and Weissman, 1997;
Tsurukai et al., 2000). Andererseits spielt der von Osteoblasten exprimierte Rezeptor-
Aktivator des NF<B Liganden RANKL (Taichman et al., 1996; Simonet et al., 1997; Lacey

et al.,, 1998; Yasuda et al., 1998; Dougall et al., 1999; Kong et al., 1999; Taichman et al.,
2001) eine essentielle Rolle in der Induktion der Osteoklastendifferenzierung (Udagawa et al.,
1999).

Wahrend der Differenzierung von Osteoblasten findet eine Expression verschiedener zelltyp-
spezifischer Gene wie zum Beispiel alkalischer Phosphatase B&P)pone sialoprotein)

und Osteocalcin statt. Reguliert wird deren Expression unter anderem durch die
Transkriptionsfaktoren Runx2 und Osterix Runx2 wird zu Beginn der
Osteoblastendifferenzierung exprimiert (Ducy et al., 1997), wahrend Osterix erst zu einem
spateren Zeitpunkt wichtig wird.

Neben der Regulation der Osteoklastendifferenzierung geben erste Daten von Taichman et al.
einen Hinweis darauf, dass Osteoblasten einen Einfluss auf haematopoietische
Stammzellfunktionen haben (Taichman et al.,, 1996). Es konnte beispielsweise gezeigt
werden, dass einige der spindelférmigen Osteoblasten das Oberflachenmolekil N-Cadherin
exprimieren und verantwortlich fur die Interaktion mit haematopoietischen Stammzellen sind
(Zhang et al., 2003).

1.5 Die Stammzellnische

Der von Taichman et al. (1996) dargestellte Einfluss von Osteoblasten auf haematopoietische
Stammzellen beschreibt die Ausbildung einer so genannten Nische. Eine besondere Rolle bei
der Bildung einer Nische spielen benachbarte unterstitzende Zellen, die bestimmte
Oberflachenmolekile prasentieren oder Signalmolekile in die Umgebung abgeben. Im Bezug
auf haematopoietische Stammzellen regulieren Signale aus der Nische die Selbsterneuerung,
das Uberleben und somit den Erhalt der Zellen. Auch auf die Differenzierung der Zellen
haben Signale aus der Umgebung Einfluss. Ein weiteres Charakteristikum einer Nische ist die

raumliche Anordnung und Beziehung der Stammzellen mit den unterstitzenden Zellen.
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Der Begriff der Nische wurde zuerst 1978 von Schofield gepréagt, welcher durch die Arbeit an
koloniebildenden Zellen aus der Milz (CFU-&lony-forming unit spleen) postulierte, dass
~Stammzellen in direktem Verbund mit anderen Zellen stehen, die ihr Verhalten
beeinflussen* (Schofield, 1978). Diese Hypothese wird durch eine Vielfalt von Kokultur-
Experimenten unterstitzt (Dexter et al., 1977; Rios and Williams, 1990; Roecklein and
Torok-Storb, 1995; Sitnicka et al., 1996; Moore et al., 1997; Li et al., 2004).

Momentan ist noch unklar, ob alle postulierten Funktionen der Stammzellnische von einem
einzigen Milieu bewerkstelligt werden kénnen, oder ob die Zellen in mehreren Umgebungen

verschiedenen Schicksalen unterliegen.

1.5.1Die endosteale Nische

Haematopoietische Stammzellen lassen sich am Endosteum in trabekularen Strukturen der
Rohrenknochen detektieren (Abb. 1). Somit wurde ein morphologischer Beweis flur eine
Lokalisierung der Stammzellen nahe der am Endosteum angelagerten Osteoblasten erbracht.
Differenzierte haematopoietische Vorlaufer dagegen werden mehr in Zentrum des
Knochenmarks detektiert (Lord et al., 1975; Gong, 1978; Nilsson et al., 2001; Askenasy and
Farkas, 2003; Zhang et al., 2003; Wilson et al., 2004; Sipkins et al., 2005).

Durch unabhangige Studien konnte osteoblastaren Zellen eine direkte Rolle bei der
Regulation und dem Erhalt von haematopoietischen Stammzellen zugeteilt werden. In zwei
dieser Arbeiten wurde in verschiedenen Mausmodellen die Zahl der Osteoblasten erhdht.
Erreicht wurde das einerseits durch die Osteoblasten-spezifische Expression einer konstitutiv
aktiven Form des Parathyroid-Hormon-verwandten Proteinrezeptors (PPR), eines wichtigen
Regulators der Calcium-Homeostase und der Knochenbildung (Calvi et al., 2003). In einem
weiteren Experiment wurde die Zahl der Osteoblasten durch die fehlende Expression des
BMP1-Rezeptors (Chen et al., 2004) erhéht (Zhang et al., 2003). Beide Studien zeigen, dass
eine Erhéhung der Zahl der Osteoblasten direkt in Zusammenhang mit einer Erhéhung der
haematopoietischen Stammzellen steht. Osteoblasten scheinen somit einen wichtigen Teil der
haematopoietischen Stammzellnische zu bilden und einen limitierenden Faktor fur Grél3e und

Aktivitdt der Nische darzustellen.
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1.5.2Die vaskulare haematopoietische Stammzellnische

Neben den Osteoblasten am Endosteum identifizierten andere Studien die Endothelzellen der
sinusoidalen BlutgefaBe im Knochenmark als Zellen mit stammzellunterstiitzender
Nischenfunktion (Kiel et al., 2005).

Ursprunglich wurde vermutet, dass eine vaskulare Nische erst wahrend einer Mobilisierung
der Stammzellen durch Stress oder Verletzung starker besetzt wird. Ein Modell beschreibt,
dass sich ruhende Stammzellen vom Endosteum I6sen und zur vaskularen Zone wandern um
dort die Haematopoiese wieder herzustellen (Heissig et al., 2002; Avecilla et al., 2004; Kopp
et al., 2005). Kirzlich konnten haematopoietische Stammzellen auch durch eine neue
Kombination von Oberflachenmarkern dggnaling lymphocyte activation molec&LAM)

Familie (CD150, CD48, CD41) identifiziert werden. In diesen Studien wurde ein groRer

Teil von CD150 haematopoietischen Stammzellen auch ohne das Auslésen von Stress in
direktem Kontakt zum Endothel der Gefal3e im Inneren des Knochenmarks nachgewiesen
(Kiel et al., 2005). Diese Entdeckung konnte ein Hinweis darauf sein, dass eine vaskulare
Nische als Alternative zum Endosteum auch wahrend der normalen Homeostase existiert. Die
Tatsache, dass ein Teil der CD1%tammzellen proliferiert, konnte darauf hinweisen, dass

die vaskulare Nische mehr selbsterneuernde Stammzellen beherbergt, wahrend das
Endosteum eine Nische fir ruhende Stammzellen bildet (Kopp et al., 2005).

Analog zu den Osteoblasten konnte gezeigt werden, dass Endothelzellen haematopoietische
Stammzellen in Zellkultur unterstitzen konnen und die Funktion der Endothelzellen zur
Unterstltzung der Haematopoiasevivo bendtigt wird (Ohneda et al., 1998; Li et al., 2004;

Yao et al., 2005).

Vermutlich férdert das Endothel der sinusoidalen Gefal3e die Proliferation und
Differenzierung von Stammzellen durch das zur Verfigung stellen einer nahrstoffreicheren
Umgebung, mit einer hoheren Konzentration an Sauerstoff und Wachstumsfaktoren
(Abkowitz et al., 2003; Kopp et al., 2005). Stammzellen scheinen also unter unterschiedlichen

Umstanden verschiedene Nischen zu nutzen (Wagers, 2005).
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1.5.3Molekulare Mechanismen der endostealen Nische

Die Signaltransduktion zwischen haematopoietischen Stammzellen und osteoblastaren Zellen
am Endosteum ist bisher nur unvollstdndig beschrieben. Einigen Proteinen konnte eine
Funktion in der Regulation der Stammzellnische jedoch nachgewiesen werden.

Die Expression des Liganden CXCL12 (SDF1) durch stromale Zellen des Knochenmarks,
also auch durch Osteoblasten und vaskulare Endothelzellen, (Ponomaryov et al., 2000; Ara et
al., 2003) kann Motilitat, Chemotaxis und Adhé&sion von CXCR4 (SDF1-Rezeptor)
exprimierenden haematopoietischen Stammzellen (Peled et al., 1999; Kortesidis et al., 2005)
beeinflussen. Einerseits induziert SDF1 eine transendothelielle Migration von
haematopoietischen Stammzellen, andererseits dient eine hohe Expression von SDF1 auf der
osteoblastaren Oberflache als ,Lockmittel* um zirkulierende haematopoietische Stammzellen
zuruck in ihre Nische zu fuhren (Katayama et al., 2003).

Ein weiteres Molekll, das einen Einfluss auf haematopoietische Stammzellen hat, ist
Osteopontin. Durch die Wirkung des von Osteoblasten produzierten Osteopontin wird in
haematopoietischen Stammzellen der programmierte Zelltod (Apoptose) eingeleitet. OPN-
defiziente Mause zeigen daher eine erhdhte Anzahl an haematopoietischen Stammzellen
(Nilsson et al., 2005; Stier et al., 2005).

Das von Osteoblasten exprimierte SCF bindet und aktiviert KIT auf haematopoietischen
Stammzellen (Lyman and Jacobsen, 1998) und gewahrleistet dadurch deren Uberleben und
Proliferation (Bernstein et al., 1991; Heissig et al., 2002).

Umstritten ist der Einfluss von N-Cadherin auf diaetmatopoietische Stammzellnische.
Einerseits wurde gezeigt, dass N-Cadherin von spindelférmigen N-Cadherin-exprimierenden
Osteoblasten (SNOs) und von einem Teil von LSK haematopoietischen Stammzellen
exprimiert wird und eine Anlagerung der Stammzellen an die Osteoblasten vermittelt (Zhang
et al., 2003; Arai et al., 2004; Wilson et al., 2004; Murphy et al., 2005; Suda et al., 2005).
Andere Studien bezweifeln jedoch die Expression von N-Cadherin auf haematopoietischen
Stammzellen und somit die Funktion von N-Cadherin in der haematopoietischen
Stammzellnische (Kiel and Morrison, 2008).

Eine Sekretion von Angiopoietinl durch Osteoblasten aktiviert TIE2 auf haematopoietischen
Stammzellen. Dadurch wird die Expression von N-Cadherin in Stammzellen erhéht und die
Adhasion von haematopoietischen Stammzellen am Endosteum verstarkt (Arai et al., 2004).

AulRerdem wird durch die Signaltransduktion von Angiopoietinl und TIE2 der Erhalt
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ruhender Stammzellen gefordert und eine Proliferation der Zellen verhindert (Spangrude and
Johnson, 1990; Fleming et al., 1993; Cheng et al., 2000; Arai et al., 2004).

1.6 Die Expression vonEbf2 in unreifen Osteoblasten.

Neben den gerade erwahnten an der Signaltransduktion zwischen Osteoblasten und
haematopoietischen Stammzellen beteiligten Oberflachenmolekilen und sezernierten
Proteinen und den vorher erwdhnten Osteoblasten-spezifischen Transkriptionsfakimxan

und Osterix wird Ebf2 (arly B-cell factor), ein weiterer Transkriptionsfaktor, von
osteoblastaren Vorlaufern im Knochen exprimiert. Gezeigt wurde dies unter anderem durch 13-
Galaktosidasefarbung von Kryoschnitten von E16,5 Embryoneklaf@sLacZMausmodells.

Tiere dieses Modells tragen eineLacZ Insertion direkt 3 hinter der
Translationsinitiationsstelle dé€$f2-Gens (Corradi et al., 200Ebf2 kann in diesen Tieren

an Strukturen der Knochenbildung und im Fettgewebe detektiert werden (Abb. 2). Durch
weitere Analysen LacZ-positiver und LacZ-negativer Zellen dieses Mausmodells konnte die
Expression vorEbf2 in unreifen osteoblastaren Zellen gezeigt werden (Kieslinger et al.,
2005).

1.7 Early B-cell Faktoren

Proteine der early B-cell factor (EBF) Familie bilden eine Gruppe von
Transkriptionsfaktoren, die als Homo- und Heterodimere Uber eine Zink-Finger-Doméne an
DNA binden. Die DNA-Bindestelle, eine Variation der palindromischen Sequenz 5'-
ATTCCCNNGGGAAT-3", wird von allen vier (EBF1, 2, d 4) Mitgliedern der Familie
erkannt und gebunden (Hagman et al., 1993; Wang and Reed, 1993; Hagman et al., 1995;
Wang et al.,, 2002). Die Dimerisierung findet Uber elredix-loop-helix Domane (HLH-
Domane) statt. Die beiden 15 Aminoséuren langen Helizes, die durch einen 7 Aminoséaure
langenloop getrennt sind, weisen groRRe Ahnlichkeit auf. Dieses Merkmal unterscheidet die
EBF-Familie von anderen bekanntéelix-loop-helix Proteinen, deren HLH-Domé&ne aus
zwei unterschiedlichen Helizes aufgebaut ist (Dubois and Vincent, 2001; Maier and Hagman,
2002). Die Analyse von EBF1 zeigte das Vorhandensein einer putativen Transkriptionsfaktor-

Ig-&hnlichen Doméne zwischen der DNA-Bindedoméne und lige-loop-helixMotiv, die
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auch in allen anderen Mitgliedern zu finden ist und deren Funktion noch nicht bekannt ist
(Aravind and Koonin, 1999; Bork et al., 1999).

Ebf2+/+ S0

E 16,5 Ebf2 +/-

E16,5Ebf2+/-

\
VERUE
.—.

l'
S

Abbildung 2: Expression von EDbf2 an Stellen der Osteogenese.Die [3-
Galaktosidasefarbung von Kryoschnitten von E1&2-LacZ/- Embryonen zeigt die
Expression vorEbf2 unter anderem im Fettgewebe und an Strukturen der Knochenbildung
(Kieslinger et al., 2005).

1.7.1EBF1

EBF1, das zuerst entdeckte Protein dieser Familie, ist unter anderem in B-Lymphozyten,
neuralen Zellen und Adipozyten exprimiert. Wie gezeigt werden konnte spielt EBF1 eine
zentrale Rolle in der friihen B-Zell-Entwicklung. Essentielle B-Zell-Gene, die zum Beispiel
an der V(D)J-Rekombination und an der Zusammensetzung des B-Zell-Rezeptors beteiligt
sind, werden von EBF1 aktiviert. Eine gezielte Deletion von EBF1 erlaubt zwar die
Expression der B-Zell spezifischéineage MarkerB220 undCD43 und die Expression von
IL-7Ralpha, andere Gene, die eine Rolle in der B-Zell-Signaltransduktion spielen, wie
lamdab, VpreB, CD19, mbl unB29, werden allerdings nicht exprimiert. Auch die
Expression des TranskriptionsfaktolBax5 und die fur die Ig-Gen-Rearrangierung
verantwortliche Expression der GeRagl und Rag2 fehlen in EBF1-defizienten Mausen.
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Dadurch kommt es zu einer Hemmung der friihen B-Zellentwicklung (Hagman et al., 1993;
Lin and Grosschedl, 1995).

1.7.2EBF2

Um das Expressionsmuster v@bf2 genauer zu untersuchen, wurden Mause des bereits
beschriebenerEbf2-LacZ Mausmodells analysiert (Corradi et al., 2003). Wahrend der
embryonalen Entwicklung konnte digbf2-Expression ab dem 9. Tag nach der Befruchtung
(E9) im ersten und zweiten Kiemenbogen, in den Somiten, speziell in den sich bildenden
Sklerotomen (E10 und E10,5) und im dorsalen Wurzelganglion (E12,5) gezeigt werden
(Kieslinger et al., 2005). 16,5 Tage nach der Befruchtung wurde die Expressidebidn

auch in knochenbildenden Bereichen und in neuralen Geweben detektiert (Abb. 2) (Corradi et
al., 2003; Kieslinger et al., 2005).

Durch die gezielte Deletion von EBF2 konnte eine wichtige Funktion dieses Proteins in der
Morphogenese von peripheren Nerven, der Migration von Gonadotropinhormon-freisetzenden
Neuronen und der Anlage von olfaktorischen Neuronen entdeckt werden (Corradi et al., 2003;
Wang et al., 2004).

Die Analyse derEbf2-LacZ positiven Zellen aus Knochen der Tiere zeigte Higf2-
Expression in unreifen Osteoblasten und Vorlauferzellen von Osteo- und Chondrozyten
(Kieslinger et al., 2005). Ein weiterer Phanotyp von EBF2-defizienten M&usen ist die
Reduktion von Grdol3e und Gewicht, gemessen an drei Wochen alten Tieren im Vergleich zum
Wildtyp. EBF2-defiziente Mause zeigen eine normale Knochenbildung, haben aber eine um
40% verringerte Knochendichte und eine um 50% erhdhte Knochenresorption. Die Zahl der
Osteoblasten bleibt im Vergleich zum Wildtyp unverandert, es konnte aber eine erhohte
Anzahl von Osteoklasten detektiert werden. Weiterhin konnte eine verringerte Expression von
Osteoprotegerin @pg) und eine erhdhte Expression veanklin EBF2-defizienten Zellen
festgestellt werden. OPG, ein RANK-Homolog, ist auch bekannt als Osteoklastogenese-
inhibierender Faktor, der durch die Bindung an RANKL die RANK-RANKL Interaktion von
Osteoblasten und Osteoklasten blockiert und somit die Differenzierung von
Osteoklastenvorlaufern zu reifen Osteoklasten hemmt. Durch Kokulturversuche konnte der
Einfluss der vermindertenOpg-Expression mit der verstarkten Differenzierung der
Osteoklasten in Verbindung gebracht werden. Wie sich aul3erdem zei@wtdasprotegerin

ein direktes Ebf2-Zielgen (Kieslinger et al., 2005).
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Durch die EBF2-Defizienz ist aul’erdem eine zwei- bis vierfache Reduktion von
haematopoietischen Stammzellen im Knochenmark zu beobachten (Abb. 3). Adoptiver
Transfer vorEbf2 -/- haematopoietischen Stammzellen in Wildtyp-Mause zeigte, dass dieser
Phanotyp nicht stammzell-autonom sondern durch Veranderungen des stromalen Umfelds
begriindet ist. Wie bereits erwahnt und wie in von Dr. Kieslinger durchgefuhrten
Untersuchungen gezeigt wurde, Bbf2 neben der Milz und dem Thymus vor allem in
stromalen Zellen des Knochenmarks, genauer in unreifen Osteoblasten exprimiert. Vorher
wurde dargestellt, dass diegeb{2-exprimierenden) Osteoblasten dem Endosteum angelagert
sind, welches wiederum eine Nische fir haematopoietische Stammzellen darstellt und fur
normale Haematopoiese bendtigt wird. Durch das Fehlen von EBF2 kénnte eine Deregulation
wichtiger stammzellunterstitzender Faktoren stattfinden, und so zu einer Verringerung der

haematopoietischen Stammzellpopulation fihren (Abb. 3).

r. unreife

©\0steoblasten e %
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Q¥ Osteoklasten
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Knochenmark
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Abbildung 3: Schematische Darstellung eines Phénotyps EBF2-defizienter Maudeas
Fehlen von EBF2 in unreifen osteoblastaren Zellen fihrt zu einer verringerten Anzahl
haematopoietischer Stammzellen. Mdgliche Grunde hierfur kénnten eine durch die EBF2-
Defizienz veranderte Expression von sezernierten oder transmembranaren Proteinen sein.
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1.7.3EBF3 und EBF4

Die Expression vorEbf3 ist derEbf2Expression sehr ahnlich und kann, wi#fl, in
Adipozyten und in Neuronen im Gehirn detektiert werden (Garel et al., 1997; Malgaretti et
al., 1997; Mella et al., 2004; Wang et al., 2004). In Gehirn-Tumorzellen, aber auch in
Tumoren vieler anderer Gewebe wurde eine vermindebf8-Expression festgestellt, was

auf eine tumorsuppressive Funktion von EBF3 deutet. Eine ExpressioBb#8nn diesen
Tumorzellen fuhrt zur Unterdriickung des Zellwachstums und zu Apoptose. Aul3erdem
wurden Gene, die in der Suppression des Zellwachstums beteiligt sind, aktiviert (Zardo et al.,
2002; Zhao et al., 2006). Genaueres Uber die zellulare FunktiorEbtiist noch nicht
bekannt.

EBF4 ist das am wenigsten charakterisierte Mitglied der EBF-Familie. Uber die genaue
Wirkungsweise und das Expressionsmuster dieses Proteins ist bisher noch sehr wenig
bekannt, allerdings weisen erste Ergebnisse auf eine den anderen Familienmitgliedern eher
entgegenwirkende Funktion hin. Reporter-assay&onnte durch die Bindung von EBF1, 2

und 3 an 10 konkatemerisierte EBF-Bindestellen eines Luziferase-Reporterplasmids eine
transkriptionsaktivierende Funktion nachgewiesen werden, wahrend EBF4 eine hemmende
Wirkung auf die Transkription auszuliben scheint. EBF4 kdnnte Uber Iselimdoop-helix
Domane mit anderen Mitgliedern der EBF-Familie interagieren, und so die Expression von

Genen steuern und regulieren (Wang et al., 2002).

1.8 Die Redundanz der EBF-Familie

Wie sich zeigt, sind die 4 exprimierten EBF Proteine zu einem sehr hohen Grad zueinander
homolog. Hinzukommt die Tatsache, dass auch in Invertebraten wie Drosophila melanogaster
(Collier) oder C. eleganfJnc3) verwandte Proteine gefunden wurden. Die Proteinfamilie der
early B-cell factordst also sowohl untereinander als auch evolutionér hoch konserviert (Abb.
4). Studien der Beinentwicklung bei Maus und Huhn (Mella et al., 2004) zeigerk lafds

und 3 teilweise gleichzeitig und Uberlappend in den untersuchten Geweben exprimiert
werden. Inin vitro Differenzierungsversuchen konnte die simultane ExpressiorElh 2

und 3 in osteoblastaren Zellen nachgewiesen werden. Hierfir wurden Zellen aus der
Schadeldecke von E18,5 Wildtyp-Mausen in Zellkultur in reife Osteoblasten differenziert.

Mittels quantitativer Real-Time PCR konnte die Expressionkbfl, 2 und3 wahrend der
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Differenzierung gezeigt werden (Kieslinger et al., 2005). Ebenfalls von Dr. Kieslinger und
Dr. Saihong Jin durchgefiihrte Untersuchungen Ebf2-LacZbzw. Ebf3-LacZEmbryonen
verschiedener Stadien zeigen ein grol3teils Uberlappendes Expressionsmugibf2vand

Ebf3 (Daten nicht gezeigt). Zusammen mit der hohen Homologidlth 2 und3 und der
Tatsache, dass alle Mitglieder der EBF-Familie die Fahigkeit besitzen an die gleiche DNA
Sequenz zu binden, besteht die Wahrscheinlichkeit, dass sich die einzelnen
Familienmitglieder funktionell ersetzen kdonnen und damit bei Koexpression Redundanz
vorliegt. Einige Funktionen werden von den einzelnen Mitgliedern allerdings spezifisch
ausgefuhrt (Corradi et al., 2003; Wang et al., 2004).

Helix loop helix

Z278 Il DNABindung IEEIGEE 1 1R | 591 AS
728 DNA Bindung N T | 575As

92% 97%
I3l DNA Bindung N T | s51AS
N T | 600 AS

98% 97%
N T | s54As

Sauger

ZJZ8Il DONA Bindung
Collier |  BLVAY:I[ale[VTqle

(D. melanogaster) 86% 89%
=Bl DNABindung NN | 490 AS

(C.elegans) 75% 59%

Abbildung 4: Schematische Darstellung und Vergleich der Familie der EBF-
Transkriptionsfaktoren. Gezeigt sind murineg€bfl, 2, 3 und}, DrosophilaCollier und C.
elegansunc3. Die angegebenen Prozentzahlen stellen das MalR der Homologie der einzelnen
Domanen dar. Die GroR3e der Proteine wird rechts gezeigt.

1.9Weitere Analyse des EBF2-defizienten Phanotyps

Wie beschriebenen, regulieren Osteoblasten den Erhalt haematopoietischer Stammzellen
durch die Expression von Oberflachenmolekilen oder I6slichen Wachstumsfaktoren. Daten
von Dr. Kieslinger zeigen, dass die verringerte Anzahl an haematopoietischen Stammzellen in
EBF2-defizienten Mausen nicht auf einen Zell-autonomen Defekt, sondern auf die Mutation

dieses Gens in osteoblastaren Zellen zurickzufuhren ist. Diese Mutation kdnnte im Fehlen

solcher Faktoren resultieren und den beobachteten Phanotyp der Stammzelldefizienz
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auslosen. In dieser Arbeit sollte durch die Analyd&2-exprimierender Zellen aus dem
Knochen vonEbf2+/- und Ebf2-/- Tieren ein besseres Verstandnis der Kommunikation
zwischen haematopoietischen Stammzellen und ihrer Nische erlangt werden. Hierfir wurde
das Expressionsmuster dieser beiden Zellen mittels DNA Micro-Array genauer analysiert.
Angiogeninl, weiterer potentieller Faktor, der eine Rolle im Erhalt der Stammzellnische

spielen kdnnte, wurde dartber identifiziert.

1.10 Funktionen von Angiogenin

1.10.1Die biologische Rolle von Angiogeninl

Die Bildung neuer Blutgefal3e spielt eine grof3e Rolle in physiologischen Prozessen wie der
embryonalen Entwicklung, der Entwicklung von Organen oder der Reparatur von Geweben
nach Verletzung. Endothelzellen, die an diesem Prozess beteiligt sind, migrieren, proliferieren
und differenzieren letztlich zu einem funktionalen Netzwerk aus GefalRen (Gao and Xu,
2008). Unter normalen Umstanden ist dieser Prozess starken Regulationsmechanismen
unterworfen. Der Verlust dieser Kontrollmechanismen kann zu anormalem Wachstum von
BlutgefalRen fuhren, und so genannte Angiogenese-abhangige Krankheiten hervorrufen.
Hierzu zahlt man unter anderem die Entstehung von Tumoren, Metastasen und chronischen
Entzindungskrankheiten. Angiogenin (ANG), ein sezerniertes basisches Protein mit einem
Molekulargewicht von etwa 14 kDa, wurde zuerst aus Tumor-Zellkulturtiberstand isoliert
(Fett et al., 1985). Es induziert Angiogenese durch die Aktivierung von Blutgefal3endothel
und glatten Muskelzellen. Weiter hilft Angiogenin eine Reihe von Prozessen, wie die
Migration, Proliferation und Invasion von Zellen, auszulésen (Gao and Xu, 2008). Die
Expression von Angiogenin kann in einigen Tumoren gefunden werden, in denen es fir
Zellproliferation und Tumorwachstum verantwortlich ist. Durch die Neutralisierung von ANG
zum Beispiel durch monoklonale Antikorper kann die Etablierung eines Tumors erfolgreich

verhindert werden (Kao et al., 2002).
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1.10.2 Biochemische Aktivitaten von Angiogenin

1.10.2.1 Die Spaltung von Plasminogen zu Plasmin

ANG ist ein Mitglied der Ribonuklease-Superfamilie und seine Ribonuklease-Aktivitat ist
von Bedeutung fur die Induktion der Angiogenese. Allerdings zeigt ANG auf Grund seines
Ribonuklease-atypischen aktiven Zentrums eine im Vergleich zur RNaseA sehr schwache
enzymatische Aktivitat (Acharya et al., 1994; Russo et al., 1994).

Neben seiner RNase-Aktivitat ist die Bindung von ANG an die Oberflache endothelialer
Zellen mafRgeblich fiir seine biologische Funktion. Uber die Bindung von ANG an
Zelloberflachen-Aktin (glattes Muskel Typ alpha-Aktin) wird die Spaltung von Plasminogen
zu Plasmin, einem wichtigen Enzym aus der Gruppe der Peptidasen, durch den Plasminogen-
Aktivator (tissue-type plasminogen activatt?A) beschleunigt (Hu et al., 1991; Hu et al.,
1993; Hu et al.,, 1994). Durch die Bildung eines Komplexes mit Aktin fordert ANG den
Abbau von Basalmembran und extrazellularer Matrix (Abb. 5). Somit kbnnen Endothelzellen
wahrend der Angiogenese in perivaskulares Gewebe einwandern (Soncin, 1992).

1.10.2.2 Die Rolle von Angiogenin in der Signaltransduktion

Auf Endothelzellen konnte ein weiterer Bindepartner von ANG identifiziert werden. Bei
diesem ANG-Rezeptor handelt sich um ein 170 kDa Molektl, das noch uncharakterisiert ist
(Hu et al., 1994).

Trotz des fehlenden Wissens Uber ANG Rezeptoren konnte der Einfluss von ANG auf
verschiedene Signaltransduktionswege gezeigt werden. Endothelzellen reagieren auf eine
ANG-Behandlung mit der Aktivierung von ERK1/8xtracellular signal-related kinajeind

der Protein-Kinase B/Akt (Liu et al., 2001; Kim et al., 2007). Weiter konnte eine ANG-
induzierte Phosphorylierung der Stress-assoziierten Protein-Kinase/c-jun N-terminalen Kinase
(SAPK/INK) beobachtet werden. Die Aktivierung dieser Molekile ist wichtig fir die
Zellteilung in der Angiogenese (Xu et al., 2001).

Es scheint, dass die beiden ANG-Rezeptoren Aktin und der 170 kDa putative Rezeptor unter
verschiedenen Bedingungen exprimiert werden. Wachsen Zellen unter konfluenten

Bedingungen, wird Aktin exprimiert, bindet an ANG und aktiviert so ein zellassoziiertes

21



Einleitung

Protease System, das den Abbau von extrazellularer Matrix fordert (Hu et al., 1993; Hu et al.,
1994). Durch verminderte Zelldichte wird die Expression des 170 kDa putativen ANG-
Rezeptors ausgeldst. Dadurch kommt es zu vermehrten Proliferation der Zellen und somit

koénnte die Bildung neuer BlutgefalRe induziert werden (Gao and Xu, 2008).

1.10.2.3 Nukleare Translokation und Stimulation der rRNA-
Transkription durch ANG

In Endothelzellen und glatten Muskelzellen konnte eine Translokation von ANG in den
Zellkern beobachtet werden. Wie die Expression der ANG-Rezeptoren scheint auch die
nukleare Translokation abhangig von der Zelldichte zu sein. (Hu et al., 2000; Xu et al., 2001)
Somit wird mit zunehmender Zelldichte die Translokation von ANG in den Kern verringert.
ANG akkumuliert im Nukleolus und stimuliert durch die Bindung an ribosomale DNA die
Transkription ribosomaler RNA (Xu et al., 2002; Xu et al., 2003; Tsuji et al., 2005). Somit
beeinflusst ANG sekundar die Ribosomenbiosynthese und weiter die Translation von
essentiellen Proteinen (Abb. 5). Wie gezeigt werden konnte ist ANG ein essentieller Faktor
fur die Proliferation von Zellen durch einen angiogenen Stimulus (z.B. dibabblast
growth factorFGF odervascular endothelial growth factdfEGF). Bei einer Verminderung

der Angiogenin-Expression kann eine reduzierte rRNA-Transkription und verminderte
Ribosomenbiogenese und Zellteilung beobachtet werden (Kishimoto et al., 2005; Tsuiji et al.,
2005).

Der Mechanismus der nuklearen Translokation ist noch weitgehend unbekannt. Trotz der
vorhandenen nukleéren Lokalisierungssequenz (NLS) ist der Transport unabhangig vom
Einfluss vonimportin oderRan, als auch von Mikrotubuli oder Lysosomen. Auf Grund des
geringen Molekulargewichts kénnte ANG passiv durch die Kernpore diffundieren (Lixin et
al., 2001).

Ein Einfluss von ANG auf haematopoietische Zellen konnte bisher noch nicht gezeigt
werden. Es ist allerdings bekannt, dass ANG in vielen unterschiedlichen Tumorzellen,
darunter auch in Leukamien und Lymphomen uberexprimiert ist, und somit die rRNA-
Transkription, Ribosomenbiogenese, Proliferation und Tumorigenese fordert (Yoshioka et al.,
2006).
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Abbildung 5: Ubersicht (iber die Funktionen und Mechanismen von Angiogenin. Durch

die Bindung an Zelloberflachen-Aktin wird die Spaltung von Plasminogen zu Plasmin durch

den Plasminogen-Aktivator tPA beschleunigt. Unter Einfluss von ANG kommt es zu einer

Aktivierung verschiedener Signalwege, die madglicherweise durch die Bindung an einen
Rezeptor oder als Zwischenschritt in der nuklearen Translokation ausgel6st wird. Weiter kann
ANG in den Kern transportiert werden und dort die Transkription von rRNA stimulieren.
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1.11 Fragestellung der Arbeit

Die Proteinfamilie der EBF early B-cell factor) Transkriptionsfaktoren besteht aus 4
Mitgliedern, welche sowohl untereinander als auch evolutionéar stark konserviert sind. EBF1,
das am frihesten entdeckte Familienmitglied, hat eine direkte und essentielle Rolle in der
Haematopoiese, genauer in der Entstehung friher B-Zellen. In Arbeiten von Dr. Kieslinger
konnte die Expression vontEbf2, eines weiteren Mitglieds dieser Familie, in
haematopoietischen Organen wie dem Knochenmark gezeigt werden. Dabei stellte sich
heraus, das€bf2 nicht von haematopoietischen Zellen selbst, sondern von unreifen
Osteoblasten im Knochenmark gebildet wird.

In Ebf2imutanten Mauslinien kommt es unter anderem zu einer verminderten Anzahl
haematopoietischer Stammzellen. Dieser Phanotyp beruht zumindest teilweise auf einer
direkten Stérung der stammzellunterstiitzenden Funktion unreifer Osteoblasten in EBF2-
defizienten Mausen. Wie unabhangig gezeigt werden konnte, spielen Osteoblasten eine
wichtige Rolle zum Erhalt der haematopoietischen Stammzellnische (Calvi et al., 2003;
Zhang et al., 2003). Da die Deletion von EBF2 durch die Insertion einer GFP-Kassette
erfolgte (Wang et al., 2004), konnen di€d#2-exprimierenden unreifen Osteoblasten direkt
aus dem Knochen voRkbf2+/- undEbf2-/- Mausen isoliert und zur Charakterisierung der
haematopoietischen Stammzellnische analysiert werden.

Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchenEiif2-exprimierende Osteoblasten dazu dienen
kénnen, die haematopoietische Stammzellnisoheivo besser zu charakterisieren. Hierfur
sollte der Vergleich vorEbf2-Gfp-exprimierenden Osteoblasten #&lsf2+/- und Ebf2-/-
Méausen zu einem besseren Verstandnis der Faktoren, welche fur den Erhalt von
haematopoietischen Stammzellen wichtig sind, fuhren. Mogliche Mediatoren hierbei sind
sezernierte oder Transmembranproteine, die von Osteoblasten exprimiert werden und eine
regulatorische Funktion auf haematopoietische Stammzellen austiben.

Die gleichzeitige Expression voBbf2 mit andererEbfFamilienmitgliedern, sowie deren

hohe Homologie lassen auf eine redundante Wirkungsweise dieser Proteine schlieRen. Im Fall
der EBF2-Deletion kénnten Funktionen von EBF2 auch von anderen Familienmitgliedern
Ubernommen werden. Ist dies der Fall, lasst ein gleichzeKigeck-down vorEbfl, 2und3

einen starkeren Phanotyp vermuten. Dies sollte in dieser Arbeit durch die simultane
Herunterregulation aller drei Ebfs mittels RNiAivitro, sowie durch die Herstellung eines

vivo Mausmodells untersucht werden.
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2  Ergebnisse

2.1 Analyse der haematopoietischen Stammzellen Ebf2-defizienten

Mausen.

Ebf2 wird unter anderem von unreifen osteoblastaren Zellen im Knochenmark exprimiert,
denen eine Rolle im Erhalt haematopoietischer Stammzellen zugesagt wird. Mittels
immunhistochemischer Farbung von Knochenschnitten konnten in der trabekuldren Region
des FemursScatexprimierende haematopoietische Zellen in der Umgebung Blafi2-
exprimierenden osteoblastéaren Zellen gezeigt werden. Eine Analyse der B- und T-Zellen drei
Wochen alteEbf2-/- Mause ergab eine reduzierte Zellzahl im Vergleich zum Wildtyp. Des
Weiteren wurde die Anzahl der haematopoietischen Stammzellen in drei WocheBbden
defizienten und Wildtyp Mausen bestimmt. Es konnte eine zweifache Abnahme der
haematopoietischen Zellen im Knochenmark vBbf2-defizienten Mausen festgestellt
werden. Diese unpublizierten Erkenntnisse wurden von Dr. Matthias Kieslinger bei der
Untersuchung vorebf2-LacZMausen erlangt. Die Deletion dE®f2-Gens wurde in diesem
Mausmodell durch das Ersetzen der ersten 5 Exons mit eineidassétte generiert (Corradi

et al., 2003). In dieser Arbeit wurde neben debi2-LacZMausmodell hauptsachlich mit

dem Ebf2-Gfp Mausmodell gearbeitet. Wie sich in eigenen Vorarbeiten zeigte, bietet dieses
Modell methodische Vorteile. Analog zulebf2-LacZModell wurden hier die ersten 5 Exons
desEDbf2-Gens durch ein&fp-Kassette ersetzt. Anstelle delf2-Expression kommt es im
heterozygoten (+/-) Zustand, bzw. in der EBF2-Deletion (-/-) zur Expressiosfm{Wang

et al., 2004) Ebf2-defiziente bzw. heterozygote Zellen kdnnen so durchGfeExpression
sichtbar gemacht werden (Abb. 6A).

Um zu untersuchen, ob der Stammzell-PhanotypHEié2-LacZMausmodells auch ikbf2-

Gfp Mausen auftritt, wurden aus dem Knochenmark von drei WochenEddigm/+, Ebf2+/-

und Ebf2-/- Mausen haematopoietische Stammzellen mittels Durchflusszytometrie analysiert.
Mit der verwendeten Markerkombination sind haematopoietische Stammzellen durch das
Nichtvorhandensein von zelltypspezifischen Oberflachenmarker™:(1l0®W4, CD8, B220,
TER119, MAC1, GR1) und durch die Expression Smal undcKit (LSK) zu identifizieren.

In Ebf2-/- Mausen zeigte sich eine drei bis vierfache Reduktion der haematopoietischen
Stammzellen im Vergleich zum Wildtyp. Der Verlust von nur eirignfi-Allel hatte keinen

Effekt auf die Stammzellpopulation (Abb. 6B und C).
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Um auch in diesem Mausmodell zu untersuchenEbf2 in haematopoietischen Zellen
exprimiert wird, wurden Knochenzellen aus E18/Bbf2+/- Embryonen mittels
Collagenase/Dispase Behandlung von Tibia und Femur gewonnen und mit dem
haematopoietischen Marker CD45 gefarbt. Es konnten keine CD45-positiven Zellen unter den
Ebf2-Gfp-exprimierenden Zellen detektiert werden (Abb. 6D). Diese Daten bestatigen die
Ergebnisse aus dem Ebf2-Lalgiausmodell, wonach Ebf2 nicht in haematopoietischen Zellen
selbst, sondern im Stroma, dem nichthaematopoietischen Anteil des Knochenmarks

exprimiert ist.

2.2 Gen-Expressionsanalyse vorebf2+/- und Ebf2-/- exprimierenden

Zellen

Um Gene zu identifizieren, die iBbf2+/- undEbf2-/- Osteoblasten differentiell exprimiert
werden und deren unterschiedliche Expression zum Stammzellphanotyp von EBF2-
defizienten Mausen beitragen koénnte, wurden mittels Collagenase/Dispase-Behandlung
adharente Zellen aus Tibia und Femur von E18,5 alten Embryonen gewonnen. Diese Zellen
wurden auf Basis IhreiGfp-Expression durchflusszytometrisch sortiert, mit der spater
gewonnen RNA wurde eine DNA Micro-Array Analyse von j&Bf2-/- und je S5Ebf2+/-
Proben durchgefiihrt (Abb. 7). Durchschnittlich konnten pro Tier 15.80@2-Gfp-
exprimierende Zellen isoliert werden. Aus diesem Material konnten zwischen 30 und 70 ng
Gesamt-RNA gewonnen werden.

Um die Reinheit der sortierten Population zu zeigen, wurden vor der Durchfiihrung des DNA
Micro-Arrays Zellen aus der GFP-positiven und GFP-negativen FraktionEbé2+/- und
Ebf2-/- Mausen sortiert (Abb. 8A). Nach Gewinnung der RNA und cDNA-Synthese wurde
mittels quantitativer PCR das Vorhandensein @p, Ebf2 undCollal, einem osteoblasten-
spezifischen Marker, in diesen beiden Fraktionen getestet. In der GFP-positiven Fraktion ist
die Expression voisfp um 8 Zyklen, also ein 256-faches erhéht (Abb. 8B). Die Expression
von Ebf2 ist ebenfalls um einen vergleichbaren Wert erhéht. Der osteoblasten-spezifische
Marker Collal wurde in der GFP-positiven Fraktion um 3,5 Zyklen, also ein ca. 11-faches
mehr detektiert (Abb. 8B). Diese Ubereinstimmung zwischenEté2-Expression und der
Expression der Marker bestétigt die Identitat und Reinheit der sortierten GFP-positiven

Zellen. Zur weiteren Kontrolle der durchflusszytometrischen Sortierung wurde die
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Prozentzahl der lebenden Zellen (97%) und der GFP-positiven Zellen (4 bis 5%) ermittelt
(Abb. 8C).
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Abbildung 6: Phanotyp EBF2-defizienter Mause. A: Schematische Darstellung der
Generierung deEbf2-Gfp Maus. Zur Herstellung dieser Mause wurden die ersten 5 Exons
des Ebf2 Gens durch ein&fp-Kassette ersetzB: Durchflusszytometrische Analyse der
haematopoietischen Stammzellen (LISCAL" cKIT": LSK) des Knochenmarks drei
Wochen alterEbf2+/+, Ebf2+/- undEbf2-/- Mause.C: Darstellung des Anteils der in B
gezeigten LSK Zellen. Gezeigt wird der Mittelwert und die Standardabweichung von 3
(Ebf2+/+ undEbf2+/-) bzw. 4 Ebf2-/-) TierenD: Durchflusszytometrische Analy&ehf2+/-
osteoblastarer Zellen isoliert aus Tibia und Femur von E18,5 Embryonen auf ihre Expression
von CD45.
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Abbildung 7: Darstellung des experimentellen Aufbaus zur GewinnungEbf2-Gfp
positiver Zellen. A: Verpaarung vorEbf2+/- Mausen zur Generierung von E1B&2+/+,
Ebf2+/- undEbf2-/- EmbryonenB: Ebf2+/- undEbf2-/- Zellen werden aus Tibia und Femur
der Embryonen mittels Collagenase/Dispase-Behandlung gewonnea:
Durchflusszytometrische Sortieruiidpf2-Gfp-exprimierender ZellerD: Isolierung der RNA
und Vergleich der Ebf2+/- und Ebf2-/- Zellen durch DNA Micro-Array Analyse.
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Abbildung 8: Vergleich der GFP-positiven und GFP-negativen Zellen augbf2+/- bzw.
Ebf2-/- Mausen. A Neben GFP-positiven Zellen wurden auch Zellen aus der negativen
Fraktion sortiert, um die Reinheit der sortierten Fraktion zu zei@enVergleich der
Expression vonGfp, Ebf2 undCollal in der GFP-positiven und GFP-negativen Fraktion
mittels quantitativer Real-Time PCR. Darstellung in Zyklen (links) und als —facher
Unterschied der Expression (rechts). Normalisiert wurde auf den Aktinwert der Proben. Der
Wert der GFP-negativen Fraktion wurde gleich 1 ges€tzmittelwert der lebenden und der
GFP-positiven Zellen nach der durchflusszytometrischen Sortierung.

Das DNA Micro-Array Experiment und die statistische Auswertung der Daten wurde mit
Hilfe von Dr. Holger Prokisch (Institut fir Humangenetik, Helmholtz Zentrum Munchen)
durchgefuhrt. Um den Versuchsaufbau zu testen, wurde vorerst eine geringe Anzahl an
Proben analysiert, wie bereits erwahnt wurden in diesem Experint&nfR6- und SEbf2+/-

Proben miteinander verglichen. Da bei einem Versuchsaufbau mit einer geringen Anzahl von
Datensatzen keine Auswertung beziglich der Signifikanz mdglich ist, wurde die veranderte
Expression mit der Ermittlung des so genannkdd.DiffScore (lllumina, Bead-Studio)
analysiert und in einer Tabelle nach dem Mal3 der DeregulatiBbfy/- Zellen absteigend
aufgelistet (Abb. 10). Bei der Berechnung de€©.DiffScore wird die Anzahl der zu
vergleichenden Proben kinstlich erhoht. Jedes zu analysierende Gen ist von durchschnittlich
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30 verschiedenen Oligonukleotiden auf dem DNA Micro-Array reprasentiert. Die cRNA einer
Probe bindet an 30 verschiedene Oligonukleotide pro Gen, somit wird eine 30-malige
Messung der Intensitat der Bindung ermdglicht. Des Weiteren kann so eine Varianz der
verschiedenen Bindungsintensitaten an die Oligonukleotide eines Gens ermittelt werden, die
neben der erhohten Probenanzahl mit in die Berechnung@diffScoreeingeht. Somit ist

eine Auswertung nach Signifikanz auch bei geringen Datensatzen mdglich.

Eine solche Deregulation der Expression konnte bei den ersten 1000 Kandidaten der Tabelle
(Abb. 10) gezeigt werden. Diese 1000 signifikant deregulierten Kandidaten wurden in einer
PathwayAnalyse untersucht. Hierbei wurden die Gene bezuglich ihrer Beteiligung an
verschiedenen zellularen Prozessen analysiert (Abb. 9). Je mehr der 1000 deregulierten
Kandidaten an einem biologischen Prozess beteiligt sind, desto groRer ist die
Wahrscheinlichkeit einer Veranderung diestthwaysin Ebf2-defizienten Zellen. Der in
Abbildung 9 dargestellte Graph zeigt die biologischen Prozesse denen eine signifikante
Anzahl deregulierter Kandidaten zugeordnet werden kann. Die Signifikanz richtet sich hier
nach der Anzahl aller beteiligten Molekiile eines Prozesses und nach dem Verhaltnis dieser
Anzahl zu den untersuchten deregulierten Kandidaten. Die zellularen Prozesse sind in der
Darstellung (Abb. 9) gemald der signifikanten Beteiligung der Kandidaten eines Prozesses
angeordnet. Allen aufgefuhrtePathways unter einem Schwellenwert von 1,3 (-
log(0,05)=1,3) kénnen nicht gentigend Kandidaten zugeordnet werden, um eine signifikante
Beteiligung an diesenfPathway auszumachen (Daten nicht aufgefiihrt). Alle biologischen
Prozesse die Uber diesem Schwellenwert liegen, weisen somit eine Irrtumswahrscheinlichkeit
von weniger als 5% auf. Da sich unter den 1000 am starksten deregulierten Kandidaten viele
nicht annotierte Gene und Gene mit unbekannter Funktion befinden, konnten nur 600 der
1000 analysierten Gene biologischen Prozessen zugeordnet werden. Deregulierte Kandidaten
konnten unter anderem in Prozessen wie der Calcium Signaltransduktion, der ES-Zell-
Pluripotenz, der Leitung und Zielfindung von Axonen, der p53-Signaltransduktion, der IL10-
Signaltransduktion und der FGF- und VEGF Signaltransduktion gefunden werden.

Ziel dieses Projektes ist, die Frage zu klaren, ob es durch eine EBF2-Defizienz zur

deregulierten Expression von Genen kommt, welche das Verhalten der haematopoietischen
Stammzellen beeinflussen. In diesem Zusammenhang sind unabhangig der biologischen
Prozesse vor allem sezernierte und membranstandige Proteine interessante, sowie fir die
Stammzellnische relevante Kandidaten. Deshalb wurden unter den 70 am starksten

veranderten Kandidaten der Liste deregulierte Gene mit diesen beiden Merkmalen ausgewéahlt
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(Abb. 10, alle grau unterlegten Kandidaten der Liste) und mittels quantitativer Real-Time

PCR aus drei unterschiedlichen Osteoblastenpréparationen untersucht (Abb. 11).

Schwellenwert

-log(p-Wert)
B A i B

Calcium Signaltransduktion

Rolle von NANOG in ES-Zell-Pluripotenz
Basalzellen-Carzinom Signaltransduktion
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Leitung/Zielfindung v. Axons
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Cardiogenese in Vertebraten
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PI3K/AKT-Signaltransdukion
CNTF-Signaltransduktion
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Mechanismen der viralen Ausschleusung aus Wirtszellen

Abbildung 9: Analyse der 1000 am starksten deregulierten Kandidaten des DNA Micro-

Arrays beziglich ihrer Beteiligung an zellularen Prozessenvon den 1000 am starksten
deregulierten Genen konnten 600 Kandidaten bestimmten zellularen Prozessen zugeordnet
werden. Die Tabelle zeigt alle signifikant angereichemathwaysin denen diese 600
Kandidaten eine Rolle spielen. Die zellularen Prozesse sind gemald ihrer Signifikanz
angeordnet. Kandidaten, die unter einer Wahrscheinlichkeit von -log(p-Wert) 1,3
(=Schwellenwert) biologischen Prozessen zu geordnet werden kénnen, sind nicht mehr
signifikant angereichert.

Neben der Deregulation vdbf2 inEbf2-/- Zellen, die als Kontrolle des Experiments diente,
konnte eine 8-fach verminderte Expression von Angiogenirigl) in EBF2-defizienten

Zellen nachgewiesen und mehrfach bestatigt werden. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde
Angiogeninl in folgenden Experimenten weiter untersucht.

Generell konnten die Unterschiede im ExpressionsmusteiEbwé?/- undEbf2+/- Mausen

des Arrays und somit auch die Unterschiede in der in Abbildung 9 dargestellten biologischen
Prozessen in der quantitativen PCR nur beschrénkt bestatigt werden. Die Tendenz der
Deregulation der einzelnen Gene kann auch in der Real-Time PCR gezeigt werden, allerdings

fallen die Unterschiede in der Deregulation beim Vergleich mittels quantitativer PCR geringer
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aus als durch die Analyse im DNA Micro-Array (Abb. 11). Um eine bessere statistische

Auswertung bezuglich der Signifikanz der Deregulation zu gewahrleisten wird im Moment

eine zweite DNA Micro-Array Analyse durchgefuhrt. Hierfir werden jeEBB2-/- und 25

Ebf2+/- Proben analysiert (Daten nicht aufgefihrt).

PROBE_ID SYMBOL KO.AVG_Signal [Het.AVG_Signal [KO.DiffScore Transmembran |sezerniert
1 ILMN_2459214 [Dgkh 334,7018 779,5718 -19,2661
4 ILMN_1225825 [LOC100039175 1435,688 2843,276 -14,425 X
5 ILMN_1217982 |LOC100039829 161,9222 409,155 -13,4766
14 ILMN_1219686 |Esd 814,9083 1827,216 -11,24724
15 ILMN_2650557 _ |Ccbp2 826,5737 1950,995 -11,22035 X
16 ILMN_1224210 [Jarid1d 135,7509 287,3447 -11,06335
20 ILMN_2773844 |Ang1 236,5459 493,1463 -10,61812 X
21 ILMN_2693858 | D14Ertd449e 997,0895 1993,517 -10,37151 X
22 ILMN_1238564 [LOC100041512 141,2172 218,3411 -10,21859
23 ILMN_2707504 |Psmc1 195,9802 298,1384 -9,837686
24 ILMN_1224014 _[Tmem100 958,4234 1640,064 -9,559095 X
30 ILMN_1243360 |C130040D06Rik 182,3854 402,0736 -9,200632
36 ILMN_2715280 |Tceal7 154,2751 219,5263 -8,413894
37 ILMN_2602257 | Tmem68 2006,391 384291 -8,357416 X
44 ILMN_2725099 _ |Pcdh20 534,9315 896,2678 -7,182016 X
45 ILMN_2482209 [Tpm2 642,9481 997,0341 -7,147737
46 ILMN_2643495 |Fez1 678,2686 1060,636 -7,136564
47 ILMN_2734097 _ |Btc 393,3227 702,3633 -7,08386 X X
48 ILMN_1223735  [Myh8 1686,308 3259,466 -6,8576
49 ILMN_2680584 [Mid1ip1 503,1703 745,7715 -6,840538
50 ILMN_2604029  [KIf2 1837,101 3278,748 -6,781261
Sl ILMN_1255416 _|Ly6a 2966,39 4893,256 -6,6735 X
52 ILMN_1249644 |Gpr1 166,6536 267,8318 -6,553075 X
53 ILMN_2502542 |Uap]1 1196,413 2661,025 -6,494991
54 ILMN_1260507 _[Spin 380,1921 585,7101 -6,073775
55 ILMN_2769877 _|Reck 1727,601 2545,233 -6,061243 X
65 ILMN_2652867 |Trat1 188,5669 244,6449 -5,473334
66 ILMN_1260036 _[AW120700 2205,067 3254,488 -5,453885 X
20460 ILMN_3060603 _[Notch3 1265,544 898,0123 6,901062 X
20551 ILMN_6400113 _ [lcam2 149,5586 62,21432 9,632611 X
20591 ILMN_6380452 |Gja4 1366,946 724,3284 15,76716 X

Abbildung 10: Expressionsanalyse von Ebf2+/- un&bf2-/- osteoblastaren Zellen aus der
Maus. Auswertung des VergleichBbf2-exprimierender osteoblastarer Zellen ab$2#/-

und Ebf2-/- Tieren durch DNA Micro-Array. Dargestellt in einer Tabelle, nach dem Malf3 der
Deregulation KO.DiffScorg in Ebf2-/- Zellen. Alle Gene in den grau unterlegten Feldern (=

transmembran oder sezerniert) wurden mit quantitativer PCR weiter untersucht.
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Abbildung 11: Analyse der DNA Micro-Array Daten. A: Darstellung der Analyse einiger

der sezernierten und Transmembranproteine aus Abb. 10 durch quantitative PCR. Ausgewahlt
wurden Kandidaten unter den 70 am starksten deregulierten Genen. Es wurden drei
unterschiedlicheEbf2+/- undEbf2-/- Osteoblastenpraparationen untersucht. Die Starke der
Expression ist dargestellt in Zyklen und normalisiert auf die Aktinwerte der jeweiligen
cDNA. B: Darstellung der Werte als —fache Regulation. Die Expressidbig+/- Zellen

wurde gleich 1 gesetzt (gestrichelte Linie). Die Nummer vor den Genen stellt die Position auf
der Liste in Abbildung 10 dar.
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2.3 Angiogeninl-Promotorstudien

Der RNase4 -RNase5/Angl Locus ist hoch konserviert zwischen Mensch und Maus und
enthdlt zwei nicht-kodierende Exons gefolgt von zwei Exons, die RMNase4
beziehungsweise fliRNase5/Angl kodieren. Die Kontrolle der Transkription dieses Locus
erfolgt Uber differentielles Splicing und gewebespezifische Expression von zweli
verschiedenen Promotoren, die 5 der nicht-kodierenden Exons lokalisiert sind (Dyer and
Rosenberg, 2005) (Abb. 12A). Die beiden nicht kodierenden Exonsl und 2 kénnen somit in
Kombination mit Exon 3Ang1l) als auch mit Exon Rfase4) exprimiert werden.

Bei der Computeranalyse der beiden Promotorelemente mit der Datenbank TESS
Transcription Element Search Softwarévww.cbil.upenn.edu/tess) konnten in Promotorl
zwei potentielle EBF-Bindestellen und in Promotor2 eine potentielle EBF-Bindestelle
identifiziert werden. Zuséatzlich wurden in den beiden Promotorregionen auch E2A-
Bindestellen vorhergesagt (Abb. 12B). Da in B-Zellen in Bezug auflaleda5-Promotor

eine synergistische Wirkung von EBF und E2A gezeigt werden konnte (Sigvardsson et al.,
1997), erscheint ein synergistischer Einfluss dieser beiden Proteine auch im Zusammenhang
der Angl1-Promotoren mdglich.

A - Angiogenin1 RNase4
T 2 gy —
Exon | Exon I Exon Il Exon IV
B  potentielle E2A-Bindungsstelle potentielle E2A-Bindungstelle

potentielle EBF-Bindungsstelle
Ex\ Ex2 Ang1 RNase4

.GCCACCAGCC..... ACCACATG...ACCACATG...CTCCCCAGGGGAGaacCTTCCAGGGGAG.....TCTGAGG.,CCTCAGA..TGCCCAGGGAG..CAGATG..ACAGCTG. _-
Promotor1 Promotor2

Abbildung 12: Schematische Darstellung defRNase4 — RNase5/Angl Locu#: Der
Locus besteht aus zwei nicht-kodierenden Exons, gefolgt von zwei Exons, d&ldsesd
beziehungsweise flilRNase5/Angl kodieren. B: In beiden Promotorregionen (Prl, Pr2)
werden potentielle EBF und E2A Bindestellen vorhergesagt.
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2.4 Charakterisierung der Angl-Exonstartstellen

Um die beiden Startstellen der nicht-kodierenden Exons Elof2-exprimierenden
osteoblastaren Zellen zu charakterisieren, wurde mittels quantitativer PCR aus cDNA von
Ebf2+/- undEbf2-/- Zellen und versetzt angeordneter Primer der Start dieser Exons ermittelt
(Abb. 13A). Das Ergebnis fiel fllEbf2+/- undEbf2-/- Zellen gleich aus. Wie zu sehen ist, ist

bei beiden Promoterregionen ab einer Zyklenzahl von 30 keine Amplifikation eines PCR-
Produktes mehr zu detektieren (Abb. 13B und D). Das Signal wird bei Promotorl/Exonl
nach Primer 3 schwacher und ist nach Primer 4 nicht mehr nachzuweisen. Primer 3 und 4
reichen 5° von Exonl bereits in die Promotorl-Region hinein. Der Start von Exonl kdnnte
somit in murinenEbf2-exprimierenden osteoblastaren Zellen 20 bis 30 Nukleotide weiter
stromaufwarts liegen, als in Datenbanken beschrieben. Bei Promotor2/Exon2 ist nach Primer
3, der noch im Exon2 liegt kein Signal mehr zu detektieren. Der Start des nicht-kodierenden
Exonsl ist inEbf2-exprimierenden Zellen leicht unterschiedlich zu den in verschiedenen
Datenbanken veroffentlichten Sequenzen. Exon2 stimmt mit den Datenbank-Sequenzen
Uberein (Abb. 13B und D).

2.5 Differentielles Splicing und exon-sharing zwischen RNase4 und

Anglin Ebf2-exprimierenden Osteoblasten.

Mit cDNA aus GFP-positiven osteoblastaren Zellen Bb#+/- und Ebf2-/- Tieren wurde
guantitative PCR durchgefuhrt, um den Gebrauch der nicht-kodierenden Exonsl und 2 in
Kombination mit den kodierenden Exond3Nase5/Angl) und RNase4d) zu untersuchen.
Betrachtet markbf2+/- Zellen (Abb. 14B, schwarze Balken), so ist in der quantitativen PCR
mit einer Primerkombination voBxonl mitAngl bzw.Rnase4 ein Signal nach 25 bis 26
Zyklen zu detektieren. Mit der Primerkombination &xon2 mitAngl bzw.Rnase4 ist ein
Signal erst nach 30 bis 31 Zyklen zu detektieren (Abb. 14B, schwarze Balken). Obwohl die
Daten durch die Verwendung verschiedener Primerkombinationen nicht direkt miteinander
verglichen werden kénnen, legt der Unterschied von 4 Zyklen nahe, dass Promotor2/Exon2 in
Ebf2-exprimierenden +/- Zellen in Kombination mihgl als auch miRNase4 schwécher
exprimiert wird als Promotorl/Exonl. Promotor 1 ist somit prominent und bevorzugt benutzt

in Ebf2-exprimierenden Osteoblasten.
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Abbildung 13: Charakterisierung der Startstellen der nicht-kodierenden ersten Exons.

A: Schematische Darstellung der verwendeten Primer und deren Bindestellen in den
Promoterregionen bzw. Exor3. Quantitative PCR von cDNA alshf2-Gfp exprimierenden
osteoblastaren Zellen a&bf2+/- undebf2-/- Tieren mit den in A dargestellten Primern. Die
Expression ist in Zyklen dargestelf. Die Werte in 13B, dargestellt in —fach geringerer
Expression. Der mit Primerl in Ebf2+/- Zellen erzielte Wert wurde gleich 1 geBetzt.
Agarosegel der amplifizierten PCR-Produkte. Die Position der verwendeten Primer und EBF-

Bindestellen ist wie folgt:
Beginn Exonl: Nukleotid 1
Reverser Primer:  Nukleotid 62 bis 82

Primerl: Nukleotid 29 bis 49
Primer2: Nukleotid 8 bis 28
Primer3: Nukleotid -4 bis -24
Primer4: Nukleotid -44 bis -62
Primer5: Nukleotid -72 bis -92
Primer6: Nukleotid -123 bis -143
Primer7: Nukleotid -190 bis -210
EBF- Nukleotid -278 bis -290
BindestelleA:

EBF- Nukleotid -293 bis 306
BindestelleB:
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Beginn Exon2:
Reverser Primer:
Primerl:
Primer2:
Primer3:
Primer4:
Primer5:
Primer®6:
Primer7:
Primer8:

EBF-Bindestelle:

Nukleotid 1

Nukleotid 163 bis 183
Nukleotid 78 bis 100
Nukleotid 35 bis 55
Nukleotid 2 bis 21
Nukleotid -9 bis -30
Nukleotid -58 bis -77
Nukleotid -94 bis -115
Nukleotid -125 bis -141
Nukleotid -182 bis -205

Nukleotid -429 bis -439
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In Ebf2-/- Zellen sind beide Kombinationen aus den beiden kodierenden und nicht
kodierenden Exons erst nach einer Zykluszahl zwischen 30 und 35 detektierbar und somit
kaum exprimiert (Abb. 14B, graue Balken).

Die Kombination Exonl mit Angl bzw.RNase4 wird inEbf2+/- Zellen am haufigsten
exprimiert. Tendenziell wird im Vergleich dazu in diesen Zellen die Kombin&@m2 mit

Angl bzwRNase4 ca. 4 bis 5-fach weniger benutzEfi2-/- Zellen ist die Kombination aus
Exonl als auckxon2 mitAngl odeRNase4 im Vergleich ziEbf2+/- Zellen 10 bis 40-fach
schwacher (Abb. 14C).

2.6 Expressionsanalyse andereRNase5Familienmitglieder in Ebf2-

exprimierenden Zellen

Die RNaseS~amilie besteht nebeRNase4 und\ngl noch aus dedingl-HomolgenAng2, 3,

4 und5. Ahnlich wieAnglund RNase4 liegen diese Mitglieder der Proteinfamilie auch auf
Chromosom 14 relativ nahe beieinander. Daten Uber eine redundante Wirkungsweise auf
Grund ihrer Homologie zu Angl und der &hnlichen Funktion sind bisher nicht bekannt. Um zu
analysieren, ob die Expression weitef@Nase5-Familienmitglieder durch eine EBF2-
Defizienz verandert wird, wurde mittels quantitativer PCR die ExpressioArg8, 3, 4 und

5 und RNase4 mit spezifischen Primern (Abb. 14D)EDf2+/- undEbf2-/- osteoblastaren
Zellen verglichen. Fur die meisteRnase5-Familienmitglieder konnte keine differentielle
Expression gezeigt werden. Die Ausnahme stellte, wie schon gefegdt,dar, das ikbf2-/-

Zellen im Durchschnitt 11-fach geringer exprimiert ist (Abbildung 14E und F).

2.7 Charakterisierung der potentiellen EBF-Bindestellen im Angl-

Promotor 1 und 2

Um die mit der Datenbank TES®Hranscription Element Search Softwaidentifizierten
potentiellen EBF Bindestellen in den beiden Promotoren genauer zu charakterisieren wurden
Gelretardierungsexperimente (EMSA electrophoretic mobility shift asspylurchgefuhrt.

Dazu wurden Oligonukleotide der beiden in Promotorl vorhergesagten Bindestellen
(Promotorl-Bindestelle A und B) unmutiert verwendet. Um die Bindungsspezifitat zu
analysieren wurden Mutanten mit je Bindestelle A oder B mutiert oder mit Bindestelle A und

37



Ergebnisse

B mutiert verwendet. Analog wurde Promotor2 mutiert und unmutiert eingesetzt. Zur
Mutation der Sequenzen wurde je ein Triplett (GGG oder CCC) auf einer Seite des
Palindroms der Bindestelle durch ein ATA ersetzt (Abb. 15A).

A Expression D Expression
Ex1 Ex2 Angl RNase4 Ebf2+/- Ebf2-/- RNase4 Ebf2+/- Ebf2-/-
——— — = =
- - == - —i—a— — . o
k/" +H+ 0 0
.\// ++ + +/0  +/0
i\\\ el +0  +0
] I @+ O +0 40
S
B 40
35
30
25 ||
35 W Ebf2-/- W Ebf2-/-
s W Ebf2+/- W Ebf2+/-
10
5
0 Exonl Exon2 ExonT Exon2
Aktin Ax:n1 Ax:n1 R::ne4 R::ne4 F Aktin Rnase4 Ang1 Ang2 Ang3/5Ang4
s s
C g 9

-facher Unterschied
-facher Unterschied

1 S— [
410 °

W Ebf2-/- 0 W Ebf2-/-

W Ebf2+/- W Ebf2+/-
41000 s
-100000 b

-25

Abbildung 14: Differentielles Splicing, exon-sharing und Expression anderer RNAse5
Mitglieder in Ebf2-exprimierenden Osteoblasten. A Schematische Darstellung der
Primerkombination zur Analyse des Exongebrauchfkidase4/Angl-Locus in GFP-positiv
sortiertenEbf2+/- und -/- OsteoblasteB: Real-Time PCR mit den unter A gezeigten Primern
dargestellt in ZyklenC: Real-Time PCR mit den unter A gezeigten Primern dargestellt in —
fachem Unterschied relativ zur Aktin-Expressidd. Schematische Darstellung der zur
Analyse der Expression ander@NAse5 Mitglieder verwendeten Primé&r Quantitative
PCR mit den unter E gezeigten Primern dargestellt in ZyldeiQuantitative PCR mit den
unter E gezeigten Primern dargestellt in —-fachem Unterschied. Die WeEbf@er- Proben
wurden gleich eins gesetzt.

In der Bindereaktion wurden zun&chstvitro translatierte EBF1-FLAG und EBF2-FLAG
Proteine aus Reticulocytenlysaten verwendet. Als Negativkontrolle wurde der leere Flag-

Expressionsvektor (mock) in die vitro Translation eingesetzt. Die erfolgreiche Expression

38



Ergebnisse

der Proteine wurde im Western-Blot mit einem anti-FLAG-Antikdrper Uberprift (Abb. 15B).
Versuche mitin vitro translatierten Proteinen zeigen eine Bindung von EBF1-FLAG (Abb.
15C) und EBF2-FLAG (Abb. 15D) an ein Oligonukleotid, welches sowohl Bindestelle A als
auch Bindestelle B des Promotorl einhélt. Diese Bindung lasst sich durch Zugabe von nicht-
markiertem Oligonukleotid kompetitieren und zeigt so die Spezifitdt der Reaktion. In der
Leer-Vektor-Kontrolle (mock) ist keine Bindung zu erkenneNerwendet man
Oligonukleotide mit mutierter Bindestelle B bleibt die Bindung erhalten. Mutiert man jedoch
die Bindestelle A beziehungsweise beide Bindestellen im Promotorl, geht die EBF Bindung
verloren. Eine Bindung an ein Oligonukleotid, das die Bindestelle des Promotor2 enthélt kann
nicht beobachtet werden. Bindestelle A in Promotorl ist somit die bevorzugte EBF-
Bindestelle. EBF1 und EBF2 agieren hier in redundanter Art und Weise.

Um die Spezifitat der Bindung zu bestatigen, wunaieveder ein anti-FLAG-Antikérper oder

ein anti-pan-EBF-Antikdrper zur Bindreaktion zugegeben. Durch die spezifische Bindung des
Antikdrpers an den DNA-Protein-Komplex wird das Laufverhalten des Komplexes im nativen
Gel weiter verlangsamt. Es entsteht ein so genasnfgershift Diesersupershiftlasst sich

bei der Zugabe des anti-FLAG-Antikdrpers beobachten. Verschiedene Konzentrationen des
anti-pan-EBF-Antikorpers zeigen keinen Einfluss auf das Laufverhalten des Komplexes (Abb.
15C und D).

Um diese Ergebnisse auf Zellen auszuweiten, die EBF in relativ hohem Mal3e exprimieren,
wurden weitere Gelretardierungsversuche mit nukledren Extrakten von 70Z/3-Zellen und
primaren Ebf2-Gfp+/- Zellen durchgefiihrt. Die Anreicherung von EBF in der nuklearen
Fraktion wurde im Western-Blot mit einem anti-pan-EBF-Antikorper getestet (Abb. 16A).
Analog zu den Gelretardierungsexperimenten imivitro translatierten Proteinen ist keine
Bindung von EBF an deAngl/RNase4 Promotor2 zu erkennen. Unter Verwendung des
unmutierten Oligonukleotids, das beide EBF-Bindestellen des Promotorl abdeckt, ist eine
Bindung von EBF zu erkennen. Dies kann durch Zugabe von nicht-markiertem
Oligonukleotid kompetitiert werden und zeigt so das spezifische Binden von EBF an den
Promotor. Verwendet man Oligonukleotide mit mutierter Bindestelle B, bleibt die Bindung
erhalten. Mutiert man jedoch die Bindestelle A beziehungsweise beide Bindestellen im
Promotorl geht die EBF Bindung verloren. Diese Daten weisen darauf hin, dass PromotorlA
die primére Bindestelle flir EBF ist. Die potentielle Bindestelle in Promotor2 lasst sich im
EMSA nicht bestétigen (Abb. 16B).
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A
potentielle E2A-Bindungsstelle potentielle E2A-Bindungstelle
potentielle EBF-Bindungsstelle
Promotor1 // Exwﬁorz Ex2  Ang1RNase4
GCCACCAGCC  ACCACATG ACCACATG  CTCCCCAGGGGAGaacCTTCCAGGGGAG TCTGAGG CCTCAGA TGCCCAGGGAG CAGATG  ACAGCTG - _-
Bindestelle Pr1A  Bindestelle Pr1B Bindestelle Pr2
verwendete Bindestelle Pr1AB t tt
Oligonukleotide: indestelle Pr gct ccc cag ggg aga acc c cag ggg aga
Bindestelle Pr1A mut gct ata cag ggg aga acc ttc cag ggg aga
Bindestelle Pr1B mut gct ccc cag ggg aga acc ttc cag ata aga
Bindestelle PrtABmut | gct ata cag ggg aga acc ttc cag ata aga
Bindestelle Pr 2 aat gcc cag gga gac
. Q\%%\'ﬁ((\'b@ Bindestelle Pr2 mut aat gat aag gga gac
R
6\00<3§< <8§<’1' Sequenzen in rot: potentielle EBF-Bindestelle
Fett gedruckte Sequenzen: mutierte Basentripletts in der EBF-Bindestelle
mem Promotor1 Promotor2
C EBF1-Flag + ++ + ++++F+++ + |+ |+ |+ [+ |+
mock-Flag +|+ |+ + + [+
Bindest. Pr1AB + |+ + + + + +
Bindest. Pr1A mut + + +
Bindest. Pr1B mut + + +
Bindest. Pr1AB mut + + +
Bindest. Pr2 + |+ +
Bindest. Pr2 mut + + +
kaltes Oligo + + + + + +
anti-FLAG-AK 2ul 2ul
anti-panEBF-AK 2ul | 5ul 8l Sul
|

sSEBF = : 1] l
eBF— [ 1L

unspezifisch = ' ¥ # . . '."

EBF1-Flag mock-Flag - EBF1-Flag mock
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D Promotor1 Promotor2

EBF2-Flag + |+ |+ |+ |+ |+ ||+ [+ |F+][T+]+ + [+ [+ [+ |+ [+
mock-Flag + 4+ + |+ + o+
Bindest. Pr1AB + |+ + + +|+ +

Bindest. Pr1A mut + [+ +

Bindest. Pr1B mut + |+ +

Bindest. Pr1AB mut + + +

Bindest. Pr2 + |+ +
Bindest. Pr2 mut + |+ +
kaltes Oligo + + + + + +

anti-FLAG-AK 2ul 2ul
anti-panEBF-AK 2ul 5ul 8yl 5l

SSEBF =—»- wa

EBF— = [ - . '
unspezifisch =—» bt ; ' . ¥ ' . H

EBF2-Flag mock-Flag EBF2-Flag mock

Abbildung 15: Gelretardierung zur ldentifizierung der EBF-Bindestellen im Angl
Promotor. A: Schematische Darstellung der verwendeten Oligonukleotide. (z. B. Bindest.
PrlAmut: Bindestelle Promotorl A mutieB) Western-Blot Analysén vitro translatierter
EBF-Proteine aus Reticulozytenlysate@.. Gelretardierung bzw.supershift in vitro
translatierten EBF1-FLAG Proteins durch anti-FLAG und anti-pan-EBF-Antikorper.
Gelretardierung bzwsupershiftin vitro translatierten EBF2-FLAG Proteins durch anti-FLAG
und anti-pan-EBF-Antikorper. (SSEBF: supershifted EBF)

2.8 Analyse der Angl-Promotoraktivitat in Luziferase-Reporter-

Assays

Um die EBF-induzierte Aktivitat der beideAngl/RNase4 Promotoren zu untersuchen,
wurden Ba/F3 beziehungsweise HEK293T Zellen transient mit Promotorl-, bzw. Promotor2-
Luziferase-Reporter-Genkonstrukten zusammen niibfl oder Ebf2 kodierenden
Expressionsplasmiden transfiziert. Zur Generierung der Reporter-Konstrukte wurde die
genomische DNA 5 der nicht-kodierenden Exonsl bzw. 2, welcheAngl-Promotor
Regionen darstellen, vor ein Luziferase-Gen kloniert. Als Positivkontrolle wurdeagida5-
Luziferase-Reporter-Konstrukt mitgefuihrt (Abb. 17A). Wie gezeigt werden konnte fuhrt die
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Kotransfektion des Lamda5Promotor-Luziferase-Reporter-Konstrukts mit deabf-
Expressionsplasmid zur Induktion der Luziferase in Ba/F3 Zellen (Sigvardsson et al., 1997).
Durch zusatzliche Transfektion von E47, einer Spleissvariante von E2A, wird die Induktion
der Luziferase in dieser Zelllinie um ein 6-faches erhéht, was auf Synergie zwischen EBF und
E2A hindeutet (Sigvardsson et al., 1997). Als Negativkontrolle fungierte ein leerer
Luziferase-Reporter-Vektor (mock). Um die Bindungsspezifitat zu bestatigen, wurden
mehrere Angl-Promotorl-Mutanten analog zu den Gelretardierungsversuchen analysiert
(Abb.15A, 17A).

A B EBF ++ + + + + ++ + |||+
Bindest. Pr1AB + |+ |+ + |+ |+
Bindest. Pr1A mut + + [+
o Bindest. Pr1B mut + + +
% Bindest. Pr1AB mut + + +
E Bindest. Pr2 +|+ + 4 [ +
. ‘-; Bindest. Pr2 mut + + +
£ 5 kaltes Oligo + + + + + o + +
o 2
- -
5 ©
v & EBF — ju - -
' s
[} o
= 8
c o unspezifisch =
1 1
~ ~
m F oo F
5§85
N U R W@
—e—

EBF 70Z/3 nukleare Extrakte Ebf2+/- GFP-positive nukledre Extrakte

Abbildung 16: Analyse der Bindungsspezifitatt von endogenem EBF an didngl
PromotorsequenzenA: Western-Blot zur Uberpriifung der Anreicherung von EBF in den
nuklearen FraktionerB: Gelretardierung nuklearer Extrakte aus 70Z/3 Zellen und primaren
GFP-positiven osteoblastaren Zellen aus Ebf2+/- Tieren.

In der humanen embryonalen Nierenzelllinie HEK293T konnte durch die Kotransfektion von
EBF1 oder EBF2 mit dem Promotorl-Luziferase-Reporter-Konstrukt bzw. mit dem
Promotorl-Konstrukt mit mutierter Bindestelle B eine ca. 16-fache Aktivierung beobachtet
werden. Mit den Promotorl-Konstrukten mit mutierter Bindestelle A bzw. A und B und mit
dem Promotor2-Luziferase-Reporter wird hingegen nur eine Aktivierung vergleichbar zur

Leerkontrolle erzielt. Das in Ba/F3 Zellen als Positivkontrolle verwendeteda5-Reporter-
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Konstrukt (Sigvardsson et al., 1997) zeigt in HEK293T Zellen nur eine geringe Aktivitat
(Abb. 17B).
Mittels Western-Blot wurde die Expression von EBF1 und EBF2 in den verwendeten

Luziferase Extrakten mit einem Anti-pan-EBF-Antikérper Gberpruft (Abb. 17C).

A
AngI Promotor 1 GCCACCAGCC ACCACATG  ACCACATG  ctcCCCagGGGagaacctTCCagGGGag . LUC .
Ang1 Promotor1Amut _SCACCAGCC ACCACATG  ACCACATG ~ ctcATAagGGGagaacctTCCagGGGag . LUC B
Ang7Promotor1Bmut GCCACCAGCC ACCACATG  ACCACATG  ctcCCCagGGGagaacctTCCagATAag . LUC .
+ @
Ang1 Promotor1 ABmut _SCACAGCC ACCACATG  ACCACATG  ctcATAagGGGagaacctTCCagATAag . LUC L
+
AngI Promotor 2 TCTGAGG CCTCAGA tgCCCaGGGag CAGATG  ACAGCTG n LuC n
Lamda5 Promotor aagCCCtgGGGacc  ACCACATG e
(= Positivkontrolle)
Sequenzen in rot: potentielle EBF-Bindestelle
Sequenzen in grau: potentielle E2A-Bindestelle
Fett gedruckte Sequenzen: mutierte Basentripletts in der EBF-Bindestelle
B C
HEK293T Q& Fo oo &
FL L L
SOOI
FELFOSES
c 14 1 XX X Q0 QR
£ RSIRSIRNSEE
.% Q7 X7 QT A AV
©
£
]
S
- .
E —e ames

anti-EBF

Abbildung 17: Analyse der EBF-abhangigen Angl-Promotoraktivitdt in humanen

Zellen. A: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus des durchgefiihrten Luziferase-
Reporter-Assays und Darstellung der verwendeten KonstiBkieuziferase-Reporter-Assay

in HEK293T Zellen. Gezeigt ist die EBF-abhangige Induktion der Luziferase duréngdie
Promotoren bzw. ihre mutierten FormeZ1. Western-Blot zur Kontrolle ddebfExpression

in den verwendeten Extrakten.
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In Ba/F3 Zellen konnte durch die Kotransfektion des Promotorl-Luziferase-Reporters bzw.
der Lamda5Promotor-Luziferase-Positivkontrolle mit EBF1 oder EBF2 eine 5-fache
Aktivierung im Vergleich zur Leervektor-Kontrolle (mock) gemessen werden. Wurden
Mutationen des Promotorl (Bindestelle A mutiert, Bindestelle A und B mutiert)
kotransfiziert, konnte ein Ruckgang der Aktivitat um die Halfte gemessen werden. Verwendet
man ein Reporterkonstrukt mit mutierter Bindestelle B, konnte eine Aktivitat vergleichbar
mit dem unmutierten Promotorl detektiert werden. Der Promotor2-Luziferase-Reporter zeigte
eine zweifache Induktion in Vergleich zur Leervektor-Kontrolle. Durch die Synergie von EBF
und E47 wurde die Aktivitat desamda5-Reporters im Vergleich zur Leervektor-Kontrolle

25 — 30-fach erhoht. Allerdings zeigte die Kotransfektion von E47 einen negativen Effekt auf
die Aktivitat von Promotorl, hier konnte ein Rickgang der Aktivitdt auf ca. die Halfte
beobachtet werden. Die Transfektion der Reporterkonstrukte mit E47 alleine hatte im

Vergleich zur Leerkontrolle keinen Effekt (Abb. 18).
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Abbildung 18: Analyse der EBF-abhéngigenAngl Promotoraktivitat in murinen pra B-

Zellen. Luziferase-Reporter-Assay in Ba/F3 Zellen. Gezeigt ist die EBF-abhangige Induktion
der Luziferase durch die beideAngl Promotoren bzw. ihre mutierten Formen. Als
Positivkontrolle diente die EBF-abhangige Induktion desnda5-Promotors. Als weitere
Kontrolle wird die synergistische Wirkung von EBF und E2A auf damda5-Promotor
gezeigt.
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2.9 Ebf2-Uberexpression und deren Einfluss auf die Angiogeninl

Expression in verschiedenen Zelllinien.

Um den Einfluss vorEbf2 auf die Angiogeninl-Expression in verschiedenen Zelllinien zu
testen, wurden stromale Zelllinien (2018, AFT024), osteoblastare Zelllinien (CH3T10%,
MC3T3), primére osteoblastare GFP-positive ZellenEnfR+/- undEbf2-/- Tieren, die pra-
B-Zelllinie Ba/F3 und HEK293T Zellen transient mit eineBbf2-Expressionsplasmid
transfiziert und anschlieBend dingl-Expression im Vergleich zur Leervektorkontrolle
mittels quantitativer PCR analysiert. 48 Stunden nach der Transfektion mitE&&n
Expressionsplasmid konnte in allen verwendeten Zellen eine 1000 bis 1000000-fach erhdhte
Ebf2-Expression beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Bei Zellen mit gefingér
Expression Ebf2-/- Zellen, CH3T10 %2, HEK293T, Ba/F3) (Abb. 19B) konnte eine 2 bis 6-
fache Erhohung vorAngl nachEbf2-Uberexpression gemessen werden (Abb. 19A). Im
Gegensatz dazu konnte in Zellen, die bereits ein hohes Angl-ExpressionslevelEgReh (
Zellen, 2018, AFT024, MC3T3) (Abb. 19B) keine verandetel-Expression naclibf2-

Uberexpression nachgewiesen werden (Abb. 19A).

2.10 Deregulation vonAngl1 mittels RNAI in verschiedenen Zelllinien

Um den Beitrag voiAngl inEbf2-exprimierenden Zellen auf den Erhalt haematopoietischer
Stammzellen in vitro zu untersuchen, wurde die Expression von Angiogeninl in
verschiedenen stammzellunterstitzenden und nichtunterstiitzenden stromalen Zelllinien und
primaren Ebf2-exprimierenden osteoblastaren Zellen einerseits mit Hilfe von miRNA
verringert, andererseits durch ektopische Expression erhtht. UAngie Expression in den
verwendeten Zellen dauerhaft zu verandern, wurden die entsprechenden Konstrukte durch
retrovirale Infektion in das Genom der Zellen integriert.

Zuerst wurden die passenden miRNAs gef§jegl auf Ihre Funktionalitat getestet. HEK293T
Zellen wurden mit je 4 verschiedenen miR-RNAI-Expressionsvektoren (Invitrogen) und
einem Angl-Flag Uberexpressionsvektor kotransfiziert. Im Western-Blot konnte die
Uberexpression vorAngl-Flag mit einem anti-FLAG-Antikrper ohne die Zugabe der
MIiRNA bzw. des Leervektors detektiert werden. In Zellen die gleichzeitig mit den miRNA
Konstrukten behandelt wurden, konnte eine vermindargl-Expression gezeigt werden.
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Alle der 4 miRNA Konstrukte konnten somit zur Deregulation Yoyl eingesetzt werden
(Abb. 20A).

Zwei dieser getesteten miRNAs wurden fur die Herstellung retroviraler Konstrukte eingesetzt.
Hierflir wurde ein MSCV-Vektor verwendet, der spezidtleg terminal repeat§LTR) des
murinen Stammzellvirus (MSCV) enthalt, und dessen Integration in das Genom der Zellen
durch das Vorhandensein eifegs-Gfp-Sequenz sichtbar gemacht werden kann. Um dieses
Konstrukt auch in GFP-positivelBbf2-exprimirenden Zellen verwenden zu kénnen, wurde
alternativ GFP durch dsTomato, einem roten Fluoreszenzfarbstoff ersetzt. Zusétzlich wurde
die Angl-cDNA in diesen retroviralen Expressionsvektor integriert. Eine erfolgreiche
Integration der Konstrukte wurde durchflusszytometrisch durch die Expressidafpaader
dsTomato Uberpruft. Mit Hilfe dieser Konstrukte wurde versucht die ExpressioAnginin

der Zelllinie AFT024, welche die Fahigkeit besitzt haematopoietische Stammzellen zu
unterstitzen, zu deregulieren. AuRerdem wurden dtiaf2-exprimierende osteoblastare
Zellen aus den Hinterbeinknochen der Maus und die nicht-stammzellunterstitzende Zelllinie
2018 mit den genannten Konstrukten retroviral infiziert (Abb. 20B).

Die Angl-Expression wurde auf RNA-Ebene getestet. In allen Zelllinien konnte eine
deutlicheAng1-Uberexpression gemessen werden. Eine vermindeg&-Expression durch

die zuvor getesteten miRNAs konnte auf RNA-Ebene nicht nachgewiesen werden (Daten
nicht gezeigt). Auf Grund fehlender Antikdrper konnte die verandentgl-Expression auf
Proteinebene nicht nachgewiesen werden.

Um den Einfluss deAngl-Expression in stammzellunterstiitzenden und nichtunterstitzenden
Zellen auf den Erhalt von haematopoietischen Stammzetiewitro zu testen, wurden
Kokultur-Experimente durchgefuhrt. Hierfir wurden die in ihrédngl-Expression
veranderten Zelllinien (unterstitzend: AFT024Ebf2-exprimierende Osteoblasten;
nichtunterstitzend: 2018) (Abb. 20C) konfluent, als ein so genafeddsr layerausgesat.

Auf diesen Rasen von Zellen wurden aus dem Knochenmark der Maus gewbmnelde”™

Scal haematopoietische Stammzellen plattiert. Werden die Stammzellen auf den
unterstitzenden Zellen ausgebracht, bilden diese nach einigen Tagen so genannte
Cobblestone-forming-areasHierbei wandern die Stammzellen unter die konfluente
Zellschicht der unterstitzenden Zellen, proliferieren und bilden eine Kolonie mit
Kopfsteinpflaster-ahnlicher Morphologie. Nach 10 bis 14 Tagen wurden die Kokulturen
analysiert und die haematopoietischen Stammzellen auf ihre Fé&higkeit so genannte
cobblestone area forming celf€AFC) zu bilden, untersucht. Wie sich zeigte konnte ein

deutlicher Unterschied in der Fahigkeit Stammzellen zu unterstitzen, auf den verschiedene
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Zelllinien beobachtet werden. Die Frequenz der C&dblplestone forming unijtsvar auf den
stammzellunterstttzenden Zelllinien bedeutend hoher als auf den nichtunterstiitzenden Zellen.
Die veranderteAngl-Expression in der jeweiligen Zelllinie zeigte keinen signifikanten
Einfluss auf die Fahigkeit der haematopoietischen Stammzmlanlestone forming unitsu

bilden (Abb. 20D). Da das Mal3 dangl-Deregulation auf Proteinebene wegen erst in der
Herstellung befindlicher Antikorper nicht Gberpruft werden konnte, lasst sich bezuglich dieser
ersten Ergebnisse keine Aussage Uuber den Einfluss Aogl auf den Erhalt

haematopoietischer Stammzellen machen.
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Abbildung 19: Effekt der Ebf2-Uberexpression auf die Expression voAngl in vitro. A:
Transiente Transfektion verschiedener Zelllinien Bbf2 bzw. dem Leervektor (mock) und
anschlieBender Vergleich der Zellen beziglich AaglExpression mittels quantitativer
PCR. Die Werte der mit dem Leervektor transfizierten Zellen wurden gleich eins gBsetzt.
Expressionslevel vorAngl in den verwendeten mock-transfizierten Zellen relativ zur
hdchsten Angl-Expression in AFT024 Zellen. Dieser Wert wurde gleich 1 gesetzt.
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Abbildung 20: Deregulation der Angl-Expression in stromalen Zellen. A Test
verschiedener miRNA Konstrukte gegéngl durch Kotransfektion von HEK293T Zellen
mit Angl¥lag und anschlielBender Western-Blot-AnalygseSchematische Darstellung des
Versuchsaufbaus zur Deregulation von endogeAegl in stammzellunterstitzenden und
nichtunterstitzenden Zelle@.. Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Analyse
der Angl-Deregulation auf den Erhalt haematopoietischer StammzBliehuswertung der
Kokultur.
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2.11 Analyse der redundanten Wirkungsweise von EBF-Proteinen
durch gleichzeitige Verminderung der Expression vonEbfl, 2
und 3.

Wie schon in der Einleitung erwéhnt, weisen die Mitglieder EBF-Familie hohe Homologie
und evolutiondre Konserviertheit auf. Bedenkt man, dass alle EBF-Mitglieder die Fahigkeit
haben an die gleiche DNA-Sequenz zu binden und zusétzlich eine Expression nidferer

in gleichen Geweben zum selben Zeitpunkt beobachtet werden kann, liegt die Vermutung
einer redundanten Wirkungsweise der Proteine nahe.

Bei einer Redundanz zwisch&tbfl, 2 und 3, besteht die Mdglichkeit, dass im Falle der
Deletion vonEbf2 zumindest ein Teil der Funktionen von anderen, gleichzeitig exprimierten
EBF-Familienmitgliedern tbernommen werden kann. Ist dies der Fall, wirde ein
gleichzeitiger Verlust der Funktion vdEbfl, 2und 3 einen viel starkeren Phénotyp ergeben.
Um den Effekt einer dreifachen Deregulation vébfl, 2 und3 zu untersuchen, wurden
MiRNAs gegenEbfl, 2 und 3 generiert. Unter Verwendung eines RNA Polymerase ||
gesteuerten RNAI-Expressionsvektorsystems (Invitrogen) ist es moglich miRNAs gegen
Ebfl, 2 und3 hintereinander zu hangen und so eine Deregulation der drei Proteine mit einem
einzigen Molekil zu gewahrleisten. Das Aneinanderhdngen der einzelnen pre-miRNAs wurde
durch Restriktionsspaltung der Molekile und anschlie3ender Ligation bewerkstelligt (Abb.
21A). Durch die nukleare RNAse3 Drosha werden die von murmél55 Sequenzen
flankierten miRNA-Schleifen in Vorlaufer-miRNAs gespalten. Exportin5 bringt diese
Molekile vom Kern in das Zytoplasma, hier findet die Prozessierung der pre-miRNA in ca.
22 Nukleotide lange miRNAs durch das RNAse3 Familienmitglied Dicer statt. Durch die
Bindung der homologen RNA wird die Degradation der komplementaren mRNA induziert.

Um die Funktionalitat der miRNAs zu testen, wurden HEK293T Zellertiiit-Flag, Ebf2-

Flag oder Ebf3-Flag und verschiedenen miRNAs kotransfiziert. 48 Stunden nach der
Transfektion wurden die Zellen lysiert und didfFExpression im Western-Blot mit einem
anti-FLAG-Antikorper untersucht. Es wurden miRNAs geddil, 2 und3 einzeln und im
aneinander gehangten Zustand getestet. Wie zu sehen ist, k&bfldiexpression durch die
Kotransfektion einer einzelnen miRNA gegeEbfl (1.1 und 1.2) als auch der aneinander
gehangten Version, die miRNAs gegen alle dgéis enthalt (3.2+2.1+1.2, 3.5+2.2+1.1)
vermindert werden. Die Kotransfektion von miRNAs gedénf2 und Ebf3 hatte keinen
Effekt auf die Ebf1-Expression im Vergleich zur Expression ohne miRNA.
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Abbildung 21: Gleichzeitige Verminderung der Expression vorEbfl, 2 und 3 mit Hilfe
von RNAIi. A: Um die Expression vorkEbfl, 2 und3 zu verringern wurden miRNAs
individuell gegenEbfl, 2 und3 generiert und spater mittels d@iRNA155 flankierenden
Sequenz aneinander gehanBt. Zur Bestéatigung der Effizienz der Konstrukte wurden
HEK293T Zellen mit den miRNA Konstrukten und einemFlag-Ebf

Uberexpressionskonstrukt  kotransfiziert. Nach 48h wurden Western-Blot-Analysen
durchgefuhrt.
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Die Expression voilebf2 kann ebenfalls durch einzelne miRNAs gegéfi2 (2.1 und 2.2) als

auch durch aneinander gehéangte Versionen, die miRNAs gegen alle zwei (3.2+2.1, 3.5+2.2)
bzw. dreiEbfs enthalten (3.2+2.1+1.2, 3.5+2.2+1.1) verringert werden. Die Kotransfektion
von MiRNAs gegerEbfl undEbf3 hatte ebenfalls keinen Effekt auf @bf2-Expression im
Vergleich zur Expression ohne miRNA.

Sehr deutlich kann auch die verminderte ExpressionBlaf8 durch einzelne (3.2, 3.5) als
auch durch aneinander gehangte (3.2+2.1, 3.5+2.2, 3.2+2.1+1.2, 3.5+2.2+1.1) miRNAS im
Vergleich zur Kontrolle ohne miRNA gezeigt werden (Abb. 21B).

2.12 Deregulation der endogenertEbf-Expression und deren Wirkung

auf den Erhalt haematopoietischer Stammzellem vitro

Um den Effekt einer Veranderung der endogefdafil, 2 und 3-Expressionin vitro zu
untersuchen, wurdebfl, 2 und3 in stammzellunterstitzenden Zellen (AFT024 &id2-
exprimierenden osteoblastdren Zellen) und nichtunterstitzenden Zellen (2018) mittels
retroviraler Infektion Uberexprimiert (Abb. 22A).

Parallel dazu wurde die Expression viahfl, 2 und3 mit Hilfe der in HEK293T Zellen
getesteten dreifach-miRNA-Konstrukte (RNAi_A: 3.5+2.2+1.1, RNAIi_B: 3.2+2.1+1.2)
retroviral vermindert (Abb. 22C). Die Deregulation der EBF-Proteine wurde mittels Western-
Blot mit Hilfe eines anti-pan-EBF-Antikorpers bestatigt. Eine UberexpressiorEbdh, 2

und 3 konnte in allen drei Zelllinien gezeigt werden.Bhf2-exprimierenden osteoblastaren
Zellen konnte mit beiden RNAIi Konstrukten eine verring&ieExpression gezeigt werden.

In den Zelllinien AFT024 und 2018 war die Verringerung Bbf-Expression im Vergleich

zur Leervektorkontrolle (mock) und dem RNAIi_A Konstrukt mit dem RNAIi_B Konstrukt
effektiver. In vorausgehenden Versuchen wurde von Dr. Matthias Kieslinger untersucht, ob
Ebf2-defiziente Osteoblasten einen funktionalen Defekt in der Unterstlitzung von
haematopoietischen Stammzellém vitro zeigen. Hierfir wurden Kokulturversuche mit
LacZ-positiven osteoblastaren Zellen al&bf2+/- bzw. Ebf2-/- Tieren und LSK
haematopoietischen Stammzellen durchgefiuihrt. Danach erfolgte eine Analyse der
haematopoietischen Stammzellen auf ihre Fahigiaiblestone area forming cel€AFC)

zu bilden. Zu beobachten war eine Reduktion @ebblestone forming areaauf Ebf2-
defizienten osteoblastaren Zellen um 45%. Zur weiteren Charakterisierueglddestone-

bildenden Zellen wurden die haematopoietischen Stammzellen aus der Kokultur in
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Methylzellulose-Medium Uberfihrt und so deren Fahigkeit Kolonien zu bilden analysiert. Die
Féahigkeit der Koloniebildung bei Zellen aus Kokultur mhf2+/- Zellen konnte bei einer in

180 Zellen beobachtet werden. Bei Zellen aus KokulturEbf2-/- Zellen war die Frequenz

zur Koloniebildung auf eine in 320 Zellen reduziert (Daten nicht gezeigt).

Der Effekt derEbf-Uberexpression bzw. deEbfDeregulation durch die Tripel-miRNA-
Konstrukte auf den Erhalt von haematopoietischen Stammaelh@tro wurde ebenfalls mit

Hilfe des Kokultur-Systems analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass haematopoietische
Stammzellen, die in Kokultur miEbfUberexprimierenden Zellen kultiviert wurden, kein
signifikant  verandertes Verhalten zeigten. Durch diEbfUberexpression in
nichtunterstitzenden Zellen konnte ein leichter Anstiegcdbblestonéildenden Zellen in

der Kokultur beobachtet werden. Vergleicht man die Daten mit der Kokultur unterstitzender
Zellen, zeigt dieser Anstieg allerdings keine signifikante  Anderung der
stammzellunterstiitzenden Funktion dieser Zellen (Abb. 22B). HbieUberexpression in
stammzellunterstitzenden Zellen zeigte keine signifikante Verdnderungobblestone-
bildenden Zellen im Vergleich zur Leervektorkontrolle.

Wurden Stammzellen in Kultur mit Zellen gehalten, in dekéfil, 2 und 3 mit Hilfe von

RNAI herunterreguliert wurde, ist die stammzellunterstiitzende Funktion dieser Osteoblasten
im Vergleich zu unbehandelten Zellen eingeschrénkt. In stammzellunterstiitzenden AFT024
Zellen und Ebf2-exprimierenden Osteoblasten konnte mit dem effektiveren der beiden
mMiRNA-Konstrukte (RNAIi_B) ein Rickgang dé€robblestone forming areamuf 26% bzw.

22% beobachtet werden. Die verminderte ExpressionE@& in der nichtunterstiitzenden
Zelllinie 2018 zeigte keinen Einfluss auf dasobblestonéildende Verhalten der
haematopoietischen Stammzellen (Abb. 22D). Diese Daten zeigen, dass die Familie der EBF-
Proteine sehr kritisch fir die Unterstitzung von haematopoietischen Stammzellen ist, aber

alleine nicht ausreicht um eine stammzellunterstiitzende Funktion zu induzieren.

2.13 Der dreifache Ebf-Knock-down— Ein in vivo Modell

Um den Effekt der gleichzeitigen Defizienz vaifl, 2 und3 auchin vivo untersuchen zu
kénnen, wird ein Mausmodell generiert, indem durch Induktion der oben genannten miRNA
Konstrukte die Expression der Mitglieder der EBF-Familie gewebespezifisch verringert
werden kann. Hierfir wurde hinter einexP-flankierte STOP-Kassette eindRosa26

Targeting-Vektors eine GFP-Kassette, gefolgt von den miRNA-Sequenzenkjafde2 und
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3, kloniert. Durch Einbringen des linearisierten Plasmids in embryonale Mausstammzellen
wurde dieses Konstrukt durch homologe Rekombination in den Rosa26 Locus von IDG3.2 ES
Zellen integriert. Das Vorhandensein einer Neomycin-Resistenz im verwendeten Konstrukt
ermdglichte die Selektion der erfolgreich integrierten ES-Zellklone (Abb. 23A).

Zur Uberprufung der korrekten Integration des Konstrukts wurden Southern-Blot-Analysen
durchgefuhrt. Genomische DNA der Neomycin-resistenten Klone wurde hierfir mit Hilfe
zweier Sonden analysiert. Mit der aul3erhalb des integrierten Locus liegeoda6-Sonde

kann bei Spaltung miEcoRl in der Wildtyp-Situation eine Bande in Hohe von 15 kb
detektiert werden. Bei einer Integration des Targeting-Konstrukts kann eine Bande bei 6 kb
detektiert werden. Wird die Restriktionsspaltung ®dal durchgefihrt, kann die Wildtyp-
Bande bei 6 kb nachgewiesen werden. Im Falle einer Integration kann die Bande bei 12 kb
detektiert werden (Abb. 23B). Um sicher zu gehen, dass das vollstandige Konstrukt in den
Rosa26-Locus integriert wurde, wurden weitere Southern-Blot-Analysen mit einer weiter 3'-
liegenden Sonde, in diesem Fall eiGfp-Sonde, durchgefuhrt. Das Vorhandensein @Gfm

konnte in allen Neomycin-resistenten Klonen nachgewiesen werden. (Spaltung mit EcoRI: 3
kb, Spaltung mit Scal: 12 kb) (Abb. 23C) Alle im Southern-Blot positiv getesteten Klone
wurden des Weiteren durch Sequenzierung des integrierten Konstrukts Gberpruft. Unter den
insgesamt 600 gepickten Klonen konnte eine Rekombinationsfrequenz des Konstrukts in den
Rosa26 Locus von 7,5 % erreicht werden.

Durch Kreuzung dieser Mause mit Tieren welche aiRekombinase unter der Kontrolle
eines spezifischen Promotors (z.B. dem Ebf2-Promotor) exprimieren, kann ditalt«Brte
STOP-Kassette vor den miRNA Sequenzen durch Rekombination entfernt und die Expression
der miRNAs gewebespezifisch induziert werden.

Um die Funktionalitat der integrierten DNA zu testen, wurden einige der positiven ES-
Zellklone mit einencre-Rekombinase exprimierenden Plasmid transfiziert, welches zu einer
Entfernung derloxP-flankierten STOP-Kassette fiihrt, die sich vor déafip-miRNA
Konstrukt befindet und somit die Expression v@ip erlaubt. 48 Stunden nach der
Transfektion mit dercre-Rekombinase konnten ca. 30% GFP-positive Zellen im FACS
nachgewiesen werden (Abb. 24A).

In Kooperation mit Herrn Dr. Ralf Kilhn am Helmholtz Zentrum Neuherberg wurden diese
auf Funktionalitdt getesteten, genetisch verdnderten ES-Zellen in Blastozysten eingebracht
und in scheinschwangere Mause injiziert. Momentan erfolgt die weitere Verpaarung der so
generierten chimaren Mause um zu testen ob eine Ubertragung des integrierten Konstrukts in
die Keimbahn der Mause stattgefunden hat (Abb. 24B).
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Abbildung 22: Deregulation von EBF1l, 2 und 3 Dbeeintrachtigt die
stammzellunterstitzende Kapazitat stromaler Zellen.A: Darstellung des retroviralen
Konstrukts, das zur Uberexpression \@iof1, 2und 3 verwendet wurde. Die Western-Blot-
Analyse zeigt die Uberexpression der EBF-Proteine in den retroviral infizierten ZBilen.
Kokultur von Wildtyp-haematopoietischen Stammzellen mit den in A aufgefiihrten Zgllen.
Darstellung des retroviralen Konstrukts, das zur gleichzeitigen Expressionsverminderung von
Ebfl, 2 und3 verwendet wurde. Es wurden zwei verschiedene Versionen des Konstrukts
verwendet, die sich in ihrer Sequenz zur Inhibierung von EBF1, 2 und 3 unterscheiden. Die
Western-Blot-Analyse zeigt die Deregulation der EBF-Proteine in den retroviral infizierten
Zellen. D: Kokultur von Wildtyp-haematopoietischen Stammzellen mit den in (C)
aufgefuhrten Zellen.
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Abbildung 23: in vivo Modell des dreifachen EBFKnock-downs A: Schematische
Darstellung des genetisch veréandertensa26 Locus zur induzierbaren Expression der
MIiRNA Konstrukte gegefebfl, 2und 3. In einen die homologen Arme dB®sa26 Locus,
denChicken-R-Actin Promotor gefolgt von einasxP-flankierten NeoR und STOP Kassette
enthaltenden Targetingvektor wurde d&fp-tripel-miRNA-Konstrukt kloniert. Durch
homologe Rekombination wurde dieses Konstrukt in Maus IDG 3.2 ES-Zellen Ra2126
Locus integriert.B: Darstellung der Southern-Blot-Strategie zum Testen der Neomycin-
resistenten ES-Zellklone auf die korrekte Integration des KonstraktsSouthern-Blot-
Analysen der ES-Zellklone mit den in B gezeigten Sonden.
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Abbildung 24: Funktionalitdt des Konstrukts und Generierung chimarer Mause. A
Zum Testen der Funktionalitat des Konstrukts wurden die ES-Zellklone mit einem
Rekombinase exprimierenden Vektor transfiziert. GFP-Expression wurden nach 48h mittels

Durchflusszytometrie gemesseld: Durch das Einbringen der genetisch Veranderten ES-
Zellen in Blastozysten konnten Chiméaren generiert werden.
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3 Diskussion

3.1 EDbf2 ist notwendig flr die Unterstitzung haematopoietischer

Stammzellen.

Wahrend des ganzen Lebens wird die Bildung von Blutzellen durch haematopoietische
Stammzellen im Knochenmark gewahrleistet. Essentiell hierbei ist das Einwirken
verschiedener Milieus, welche durch die Produktion diverser Faktoren das Schicksal der
Zellen beeinflussen und so die Differenzierung und Selbsterneuerung der Zellen steuern. Im
Knochenmark wurden mittlerweile verschiedene haematopoietische Stammzellnischen
beschrieben. Hierzu z&hlen unter anderem die osteoblastare Nische am Endosteum und die
vaskulare Nische, die durch die Endothelzellen der sinusoidalen Gefal3e im Knochenmark
gebildet wird (Calvi et al., 2003; Zhang et al., 2003; Arai et al., 2004; Kiel et al., 2005;
Adams and Scadden, 2006; Wilson and Trumpp, 2006).

Ebf2 wird von mindestens zwei Zelltypen im Knochenmark, den Osteoblasten und
Adipozyten, exprimiert (Kieslinger et al., 2005; Jimenez et al.,, 2007). Auf Grund der
Expression des osteoblasten-spezifischen TranskriptionsfaRiamg2, der Chondrozyten-
Determinante Sox9 und der Abwesenheit reifer Osteoblastenmarker kortaef2-
exprimierende Zellen als unreife osteoblastare Zellen identifiziert werden (Kieslinger et al.,
2005).

Dieser Arbeit vorausgehende unpublizierte Studien EBF2-defizienter Mause zeigen, dass
Ebf2 fur die stromale Unterstlitzung haematopoietischer Stammazeldgmo undin vitro
essentiell ist. Unter Verwendung des EBF2-LacZ-Mausmodells (Corradi et al., 2003) konnte
in durchflusszytometrischen Analysen eine zwei bis vierfach verringerte Anzahl
haematopoietischer Stammzellen Ebf2-/- Mausen beobachtet werden. Der adoptive
Transfer von EBF2-defizientem Knochenmark in letal bestrahlte Wildtyp-Mause zeigt, dass
die Defekte inEbf2-/- Mausen auf Grund von Verdnderungen des stromalen Umfeldes und
nicht durch Defekte der haematopoietischen Zellen statt finden. Drei bis 4 Monate nach der
Transplantation konnten &hnliche B-Zell-Populationen in Mausen die mit EBF2-defizientem
bzw. Wildtyp-Knochenmark rekonstituiert wurden, nachgewiesen werden. Haematopoietische
Defekte EBF2-defizienter Mause werden somit durch das stromale Umfeld erzeugt. Hier

kénnten Mechanismen wie Zelladhasion zwischen Stroma und haematopoietischen
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Stammzellen, Differenzierung der Zellen oder die Balance zwischen Zellteilung und
ruhendem Status gestort sein.

Der Einfluss osteoblastarer Zellen auf die haematopoietische Stammzellnische wurde in
Studien dargestellt, in denen eine Erhéhung der Osteoblasten auch zu einer erhéhten Anzahl
haematopoietischer Stammzellen fuhrt (Calvi et al., 2003; Zhang et al., 2003). Trotz der
verringerten Knochendichte von EBF2-defizienten M&ausen, die durch eine erhdhte Anzahl an
Osteoklasten bedingt ist, ist in EBF2-defizienten Mausen im Vergleich zum Wildtyp keine
veranderte Anzahl an Osteoblasten zu detektieren (Kieslinger et al., 2005). EBF2-defiziente
Zellen zeigen also mindestens zwei funktionale Defekte, erstens in der Osteoblasten-
abhangigen Differenzierung von Osteoklasten und zweitens in der Unterstitzung
haematopoietischer Stammzellen.

Auch in dem hier verwendeten EBF2-GFP Mausmodell (Abb. 6A) (Wang et al., 2004) kann
eine drei bis 4-fache Reduktion haematopoietischer Stammzellen in EBF2-defizienten
Mausen gezeigt werden (Abb. 6B und C). Die Farbaht2-exprimierender Zellen mit dem
haematopoietischen Marker CD45 zeigte aulRerdem, d@$2 nur vom Stroma
haematopoietischer Gewebe und nicht von haematopoietischen Zellen selbst exprimiert ist
(Abb. 6D).

3.2 Analyse der Ursache des Stammzelldefekts EBF2-defizienter

Mause

Um die haematopoietische Stammzellnische besser zu charakterisieren und die Ursache des
Defekts EBF2-defizienter Mause in der Unterstlitzung haematopoietischer Stammzellen zu
untersuchen, wurden Expressionsanalysen von GFP-positifei2+/- und Ebf2-/-
osteoblastaren Zellen mittels DNA Micro-Array (Abb. 9 und 10) durchgefiihrt. Zum Test des
Versuchsaufbaus, wurden 6 unabhangigebf2-/- und 5 unabhangigeEbf2+/-
Osteoblastenpraparationen miteinander verglichen. Nach einer Auswertung der Daten, konnte
eine Vielzahl deregulierter Gene festgestellt werden, allerdings waren die Unterschiede in der
Expression dieser Kandidaten zwischen Ebf2+/- und Ebf2-/- Zellen sehr gering.

Die zur Hybridisierung des DNA Micro-Arrays verwendete RNA wurde direkt aus Zellen aus
der Maus isoliert. Durch die Gewinnung der RNA ohne zusatzliche Kulturschritte der Zellen,
sollte es moglich sein, die vivo Situation der Expression der Gene widerzuspiegeln. Die

lange Prozedur der Praparation der Zellen aus dem Knochen (Abb. 7, von der Isolation der
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Embryonen bis zu Zellsortierung ca. 10 Stunden) bringt diese allerdings in eine
Stresssituation, die eine Veranderung des Expressionsprofils wahrend der langen
Praparationszeit zur Folge haben konnte. Hinzu kommt der geringe Anteil GFP-positiver
Ebf2-exprimierender Zellen (drei bis vier Prozent) im Knochen. Pro Embryo konnten
durchschnittlich 15.000 Zellen sortiert werden. Auf Grund dieser niedrigen Zellzahlen
konnten nur geringe RNA Mengen isoliert werden, die eine zweifache Amplifikation der
RNA vor der Hybridisierung mit dem DNA Micro-Array notwendig machten. Diese
Vervielfaltigung des Materials kdnnte eine weitere Fehlerquelle darstellen, da keine 100%
gleiche Amplifikation aller RNAs gewahrleistet werden kann. Die aufgefihrten Grinde
konnten eine Veranderung des Expressionsprofils nach der Isolation der Zellen bedingen und
fur die geringen Expressionsunterschiede in Ebfam@ Ebf2-/-Zellen verantwortlich sein.

Weiter ist zu bedenken, dass die Proteine der EBF-Familie die Fahigkeit besitzen an die
gleiche DNA Sequenz binden (Hagman et al., 1993), eine hohe Homologie aufweisen und
gleichzeitig in Osteoblasten exprimiert werden (Kieslinger et al., 2005). Es ware deshalb
maoglich, dass andere EBF-Mitglieder (EBF1 oder EBF3) Funktionen von EBF2 Gibernehmen
und deshalb nur geringe Expressionsunterschiede in EBF2-defizienten Zellen zu vermerken
sind.

Eine weitere Fehlerquelle konnte die biologische Varianz der einzelnen
Osteoblastenpraparationen darstellen. Um diese Effekte gering zu halten und eine bessere
statistische Auswertung zu gewahrleisten, wurde die Anzahl der zu vergleichenden Proben bei
einem momentan durchgefiihrten DNA Micro-Array auf je 25 erhoht. Daten aus diesen

Experimenten sind noch nicht bekannt.

In einer Analyse der 1000 am starksten deregulierten Kandidaten bezuglich ihrer Beteiligung
an zellularen Prozessen, konnten 600 der Kandidaten bestimmten Signalwegen zugeordnet
werden. Bei den 400 Genen die keinem biologischen Prozess zugeordnet werden konnten,
handelt es sich um nicht annotierte Gene mit unbekannter Funktion. Analog zu diesen
Ergebnissen konnte in Expressionsanalysen von stammzellunterstitzenden (AFT024) und
nichtunterstitzenden Zelllinien (2018) ebenfalls eine Vielzahl nicht annotierter Genen als
differentiell exprimiert identifiziert werden (Charbord and Moore, 2005). Die potentielle
Beteiligung vieler Gene uns noch unbekannter Funktion konnte ein Grund fur die bisher
wenig beschrieben Kommunikation haematopoietischer Stammzellen mit ihrer Umgebung

sein.
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Eine signifikante Beteiligung der deregulierten Kandidaten konnte unter anderem bei der
Signaltransduktion durch Calcium gefunden werden (Abb. 9). Die Beteiligung des Calcium-
Signalings kann unter anderen in biochemischen Prozessen wie der Regulation von Enzymen,
der Aktivierung von lonenkandlen oder at®cond messengexum Beispiel in der
Signalubertragung durch G-Protein gekoppelte Rezeptoren gefunden werden. Die
Deregulation von Komponenten dieses eher allgemein verwendeten Signalwegs kdonnte einen
Einfluss auf den Erhalt oder das Verhalten haematopoietischer Stammzellen haben. Weiter
wurde die Beteiligung deregulierter Kandidaten am Erhalt der Stammzellpluripotenz
identifiziert. Auch Signaltransduktionswege durch Zytokine wie 1L10, FGF oder VEGF
wurden als signifikant angereichert gefunden. Im Bezug auf VEGF konnte eine Expression in
Osteoblasten gezeigt, aber keine differentielle Regulation beobachtet werden (Daten nicht
gezeigt), allerdings konnten andere Mitglieder dieser Signalwege dereguliert sein und so
einen Effekt auf die Stammzellnische austben. Einige der deregulierten Kandidaten sind laut
PathwayAnalyse auch an der Leitung und Zielfindung von Axonen beteiligt. EBF2 konnte
bereits eine Rolle in der Morphogenese und Migration von peripheren Nerven zugeteilt
werden (Corradi et al., 2003; Wang et al., 2004).

3.3 Stromale EBF2-defiziente Zellen produzieren  weniger

Angiogenin 1

Da bekannt ist, dass Osteoblasten haematopoietische Stammzellen durch die Produktion von
sezernierten und membrangebundenen Wachstumsfaktoren unterstitzen (Taichman and
Emerson, 1998; Calvi et al., 2003; Zhang et al., 2003; Suda et al., 2005; Taichman, 2005),
wurde bei der Auswertung des DNA Micro-Arrays ein Hauptaugenmerk auf die differentielle
Expression von sezernierten und Transmembranproteinen zwigihi@r/- und Ebf2+/-
osteoblastaren Zellen gelegt. Dereguliert gefundene Kandidaten des Arrays mit diesen
Merkmalen wurden mittels Real-Time PCR verifiziert (Abb. 11).

Die geringen Expressionsunterschiede der deregulierten Kandidaten fielen bei der
Bestatigung durch quantitative PCR noch geringer aus. Die fur die Real-Time PCR
verwendete RNA wurde direkt aus primaren Zellen der Maus isoliert und in die cDNA
Synthese eingesetzt. Wie schon erwahnt, konnte durch die zweifache Amplifikation des fur

den DNA Micro-Array verwendeten Materials eine Verfadlschung des Expressionsmusters
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statt gefunden haben. Unterschiede, die im Array detektierbar waren, kdnnten in der PCR
durch die Verwendung von nur einmal amplifizierter RNA geringer erscheinen.

Die im DNA Micro-Array detektierte Deregulation des sezernierten Angiogenmb If

konnte auch mittels Real-Time PCR bestatigt werden. In EBF2-defizienten osteoblastéren
Zellen konnte Angiogeninl 8 bis 11-fach weniger exprimiert vorgefunden werden (Abb. 11).
Das Mitglied der RNase-Familie 5 wurde zuerst durch seine Rolle in der Bildung von
BlutgefalRen identifiziert. Durch den Einfluss von ANG auf verschiedene
Signaltransduktionswege (Liu et al., 2001; Xu et al., 2001; Kim et al., 2007) und durch seine
Fahigkeit in den Kern von Zellen eingebracht zu werden und die Transkription ribosomaler
RNA zu stimulieren (Xu et al., 2002; Xu et al., 2003; Tsuiji et al., 2005), wird sekundér die
Ribosomenbiogenese und damit die Translation von Proteinen beeinflusst (siehe auch 1.10).
Verminderte Expression von ANG kann in reduzierter rRNA-Transkription und verminderter
Ribosomenbiogenese und Zellproliferation resultieren (Kishimoto et al., 2005; Tsuiji et al.,
2005).

Eine mogliche Begrindung fur die verringerte Anzahl an haematopoietischen Stammzellen
in EBF2-defizienten Méausen konnte die verminderte Expression und damit auch Sekretion
von Angiogenin durchEbf2-exprimierende osteoblastare Zellen sein. Das verringerte
Angiogeninl-Level in der haematopoietischen Stammzellnische kdnnte in einer verminderten
Bindung und/oder Translokation des Proteins in haematopoietische Stammzellen resultieren.
Dadurch besteht die Mdoglichkeit, dass durch eine reduzierte rRNA-Transkription und
Ribosomenbiogenese, die Proliferation und der Erhalt der haematopoietischen Stammzellen
gestort ist (Abb. 25A). Bisher konnte noch kein Einfluss von Angiogeninl auf
haematopoietische Zellen gezeigt werden, obwohl eine Uberexpression von Angiogeninl und
somit eine verstarkte Proliferation und Tumorigenese in einigen Leukdmien und Lymphomen
beobachtet werden konnte (Yoshioka et al., 2006). Die verminderte Angiogenin-Expression
kobnnte aber auch indirekt auf die haematopoietischen Stammzellen wirken und so den
Stammzelldefekt in EBF2-defizienten Mausen auslésen. Wie bereits erwahnt, scheinen die
Endothelzellen der sinusoidalen Gefal3e im Knochenmark eine weitere Nische fur
haematopoietische Stammzellen zu bilden (Kiel et al., 2005; Kiel and Morrison, 2008). Da die
Wirkung von Angiogenin bisher hauptsachlich in Endothelzellen gezeigt wurde (Hu et al.,
1991; Hu et al., 1994; Hu et al., 1997; Hu et al., 2000; Liu et al., 2001; Kishimoto et al., 2005;
Kim et al., 2007), ware es moglich, dass Angiogenin einen Einfluss auf die Endothelzellen der

vaskularen Stammzellnische oder auf die Angiogenese der sinusoidalen GefafRe ausubt,
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welche wiederum den Erhalt und die Proliferation von haematopoietischen Stammzellen

unterstitzen (Abb. 25B).
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Abbildung 25: Zwei Modelle zur moglichen Wirkungsweise von ANG1 in der
haematopoietischen StammzellnischeA: Von Ebf2-positiven Osteoblasten exprimiertes
ANG1 kénnte an die Oberflache haematopoietischer Stammzellen (HSC) binden oder in diese
eingebracht werden und so einen Einfluss auf die Proliferation und den Erhalt der Stammzell-
Population habenB: Die Sekretion von ANG1 kdnnte aber auch einen Einfluss auf die
Endothelzellen der sinusoidalen Gefal3e haben, die eine Nische fiir haematopoietische
Stammzellen bilden und so deren Erhalt und Proliferation verandern.
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3.4 Angiogeninl ist das einzige deregulierte Mitglied deRNase5

Familie in Ebf2-exprimierenden Osteoblasten.

Die RNase-Superfamilie umfasst noch weitere homologe Mitglieder, unter anderem
Angiogenin2 bis undRNase4. Eine unterschiedliche Expression der Profaigeogenin2

bis 5 konnte inEbf2-exprimierenden Zellen nicht festgestellt werden (Abb. 14E und F). Wie
Angl kann auchRNase4 von zwei unterschiedlichen Promotoren gewebespezifisch in
Kombination mit den nicht-kodierenden Exonsl bzw. 2 exprimiert werden (Abb. 12A).
Untersucht man die Verwendung der beiden Promotor&bfi2-exprimierenden Zellen, kann
man Promotorl gesteuef®Nase4-Expression ibf2-/- Zellen ca. ein 1000—faches weniger
detektieren als inEbf2+/- Zellen, &ahnliches ist auch bei d&Nase4 Expression von
Promotor2 aus zu beobachten. Hier wird Bbf2-/- Zellen eine ca. 30-fach geringere
Expression als ifcbf2+/- Zellen beobachtet (Abb. 14B und C). Diese Daten weisen auf eine
unterschiedliche Expression vdtNase4 inEbf2+/- undEDbf2-/- Zellen, analog deAngl-
Expression hin. Betrachtet man dRNase4-Expression ifEbf2-exprimierenden Zellen
allerdings unabhangig von Promotorl und 2, kann keine differentielle Expressi&iNease4

in Ebf2-/- undEbf2+/- Zellen auf RNA-Ebene verzeichnet werden (Abb. 14E und F). Die
Expression vorRNase4 inEbf2-exprimierenden Zellen scheint also nicht alleine von den
Promotorregionenl und 2 imMAngl/RNase4 Locus gesteuert zu werden. Daten uber die
Expression vonRNase4 von einer weiteren Promotorregion aus oder uber den Einfluss
weiterer Faktoren, die fur diBNase4-Expression bendtigt werden, sind bisher noch nicht
bekannt. Somit isAngl das einzige deregulierte Mitglied deNaseSFamilie in EBF2-
defizienten Zellen (Abb. 14E und F).

3.5 Angiogeninl ist ein direktes EBF2-Zielgen, seine Expression wird

von Promotorl aus reguliert

Mitglieder der EBF-Familie binden alle eine Variation der palindromischen Sequenz 5'-
ATTCCCnnGGGAAT-3'. Sobald die Zahl der beidépacer-Nukleotidénn) in der Mitte der
palindromischen Sequenz auf eins reduziert wird (5 -ATTCCCnGGGAAT-3"), findet keine
Bindung von EBF an die Sequenz mehr statt. Die Bindung geht ebenfalls verloren wenn die

Anzahl der Spacer-Nukleotide auf 4 und mehr Nukleotide erhoht wird (5'-
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ATTCCCnnnnGGGAAT-3"). Mutiert man eine Halfte des Palindroms ist auch ein Rickgang
der Bindungsspezifitdt zu beobachten (Travis et al., 1993).

Durch Computeranalysen konnten in den beidagl/RNase4 Promoterregionen potentielle
EBF-Bindestellen identifiziert werden. Bindestelle A in Promotorl entspricht mit ihrer
Sequenz (5-GCTCCCcaGGGGAG-3"), einem Palindrom mit 8pacer-Nukleotiden, einer
typischen EBF-Bindestelle. In Bindestelle B des Promotorl ist durch das Fehlen eines
Nukleotids im linken Triplett des Palindroms (5-CTTCCagGGGAG-3") eher untypisch flr
eine EBF-Bindung. Durch das Vorhandensein von nur eingpacer-Nukleotid in
Angl/RNase4 Promotor2 (5-TGCCCaGGGAG-3) ist eine EBF-Bindung hier eher
unwahrscheinlich (Abb. 12 und 15A).

Gelretardierungsexperimente mit endogenem als aucimmaitro translatiertem EBF1 oder
EBF2 zeigen, dass EBF nur an die Bindestelle A des Promotorl binden kann. An die als
Bindestellen identifizierten DNA Sequenzen des PromotorlB und des Promotor2 konnte
keine spezifische Bindung von EBF festgestellt werden (Abb. 15 und 16).

Die Spezifitat der Bindung von EBF an den PromotorlA wurde mit so genasutpershift
Experimenten weiter bestétigt. Verwendet marvitro translatierte mit einem FLAG-Tag
versehene EBF Proteine und setzt einen Anti-FLAG-Antikérper in die Bindereaktion ein,
wird das Laufverhalten des EBF-PromotorlA-Komlpexes durch die zuséatzliche Bindung des
Antikdrpers verlangsamt (Abb. 15). Die Zugabe des EBF1, 2 und 3 erkennenden Anti-pan-
EBF-Antikdrpers hatte keinen Einfluss auf das Laufverhalten des Komplexes. Dieser
Antikdrper bindet an die Aminosauren 52 bis 66 in der DNA-Bindedomane der EBF-Proteine
1 bis 3. Im nativen Protein durfte sich dieser Bereich an Aminosauren, der einen Teil der
DNA-Bindedomane ausmacht, im Inneren des Proteins befinden, somit ist eine Erkennung
der nativen EBF-Proteine durch den Anti-pan-EBF-Antikdrper nicht gewahrleistet. Durch den
Einsatz des Anti-pan-EBF-Antikérpers in Gelretardierungsversuchen ist deshalb auch kein
Supershifizu erkennen (Abb. 15).

3.6 Die Transaktivierung desAngl/RNase4’romotors durch EBF.

Der Einfluss von EBF auf diverse Promotoren ist aus der Literatur bekannt. Beispielsweise
wurde die Wirkung von EBF auf den Lamda5-Promotor in Luziferase-Reporter-Experimenten
gezeigt und eine Synergie zwischen EBF und E47, einer Spleissvariante von E2A dargelegt.

In diesen Reporter Experimenten wurde in der murinen B-Zelllinie Ba/F3, die unter der
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Kontrolle des lamda®romotors liegende Luziferase unter der Einwirkung von EBF aktiviert.

Im Zusammenspiel von EBF und E47 wurde die Aktivierung kdenda5-gesteuerten
Luziferase um ein vielfaches erhoht. Aus diesem Grund wurddadeta5-Promotor als
Positivkontrolle in die Versuche mit eingebaut (Sigvardsson et al., 1997).

Durch eine Uberexpression v@bfin humanen HEK293T Zellen konnte dégl/RNase4-
Promotorl gesteuerte Luziferase, in Vergleich zur Leervektorkontrolle, um ein 16-faches
induziert werden. Verwendet man eine mutierte Form des Promotorl, in der eine Halfte des
Palindroms der Bindestelle A bzw. der Bindestelle A und B vergleichbar zum EMSA
verandert wurde, war ein Rickgang der Induktion vergleichbar zur Leervektorkontrolle zu
verzeichnen. Unter Verwendung deSngl/RNase4-Promotor2 gesteuerten Luziferase-
Reporters konnte nur eine zwei bis dreifache Induktion durch EBF beobachtet werden (Abb.
17).

Diese Daten zeigen die Bindung von EBF an die Bindestelle A im Promotorl und die daraus
resultierende Aktivierung eines Reporters und bestatigen die Ergebnisse vorhergehender
Experimente. Mittels Real-Time PCR konnte gezeigt werden, dass die ExpressiAngdon
bzw.RNase4 weitaus haufiger von Promotorl als von Promotor 2 induziert wird (Abb. 17). In
Gelretardierungsexperimenten konnte die Bindestelle A im Angl/RNase4-Promotorl als EBF-
Bindestelle identifiziert werden (Abb. 15 und 16).

Die bereits gezeigte Aktivierung der Luziferase durch die Bindung von EBF dardda5-
Promotor wurde in HEK293Zellen nicht beobachtet. In der murinen B-Zelllinie Ba/F3 konnte
eine vergleichbare Aktivierung der Luziferase durch die Bindung von EBF an die Bindestelle
A des Angl/RNase4-Promotorl und durch die Bindung an lderda5-Promotor erzielt
werden. Im Vergleich zu den humanen HEK293T Zellen fiel die Induktion in den Ba/F3
Zellen um ein dreifaches geringer aus. Da es sich bei HEK293T um eine humane embryonale
Nierenzelllinie handelt, sind dort im Vergleich zur murinen B-Zelllinie keine basalen Level
an endogenem murinen EBF vorhanden. Das Hintergrundsignal das durch endogenes EBF
und zusatzliche murine B-Zellfaktoren in Ba/F3 Zellen entsteht, ist in HEK293T Zellen
geringer. Somit kann in der humanen Zelllinie eine starkere Aktivierung durch den
Angl/RNase4-Promotorl beobachtet werden. Die geringe Aktivierung durcltardda5s-
Promotor in HEK293T Zellen kdnnte ebenfalls durch das Fehlen von murinen B-Zellfaktoren
begrindet werden.

Weiterhin konnte in Ba/F3 Zellen eine Erhdhung der Aktivitat durch die Zugabe von E47
bezuglich dedamda5-Promotors gezeigt werden. Die Expression von Genen durch EBF

erreicht also in Synergie mit Faktoren wie E47 eine hdhere Effizienz. Die Aktivierung der
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Luziferase durch die Bindung von EBF an demgl/RNase4-Promotorl ist in Ba/F3 Zellen
vergleichbar zuntamda5-Promotor, in Zusammenspiel mit E47 ist jedoch eine Reduktion der
Aktivitat zu verzeichnen. Alleine hat E47 weder Einfluss auf die AktivitatAtesl/RNase4-

Promotors noch auf die des lamda5-Promotors (Abb. 18).

3.7 Wird neben EBF2 noch ein Kofaktor zur Induktion von

Angiogeninl benotigt?

Um zu untersuchen, ob eine UberexpressionEii2 in vitro Einfluss auf die Expression von
Angl hat, wurdeEbf2 in verschiedenen Zelllinien exprimiert und anschlielRendAdigl
Expression mittels quantitativer PCR gemessen (Abb. 19). Die untersuchten Zelllinien liel3en
sich in zwei Gruppen aufteilen. Zelllinien mit einem generell hokegl-Expressionslevel,
reagierten nicht auf eine Uberexpression von EBF2. Vor und nach der Expression konnten
hier die gleicherAngl-Expressionslevel gemessen werden. In Zelllinien mit geriggt-
Expression (bis zu 1000 —fach weniger als in Gruppe 1) konnte nach der Uberexpression von
Ebf2 eine zwei bis 4-fache Erh6hung dergl-Levels gezeigt werden (Abb. 19). Das basale
Expressionslevel voAngl scheint also bei der Wirkung von EBF auf Aliey1-Expression

eine Rolle zu spielen.

Vergleichbar zu den Luziferase-Reporter Experimenten in Ba/F3 Zellen konnte nach einer
Uberexpression voEbf2 in verschiedenen Zelllinien nur eine schwache InduktionArgi
beobachtet werden. Wie bereits erwahnt, kann die Wirkungsweise von EBF durch ein
synergetisches Zusammenspiel von Transkriptionsfaktoren wie E47, einer Spleissvariante von
E2A verstarkt werden (Sigvardsson et al., 1997). Da die Wirkung von E47 in Kombination
mit EBF im Bezug auf deAng1l/RNase4-Promotorl einen negativen Effekt ausibt (Abb. 18),
ware es denkbar, dass andere Faktoren benétigt werden um eine starke Induktion, ahnlich der
lamda5-Expression nach EBF und E2A Einwirkung, zu erreichen. Die idgh/RNase4-
Promotorregionenl als auch 2 befindlichen E-Box Motive (5-CANNTG-3) kdnnten von
anderen helix-loop-helixTranskriptionsfaktoren gebunden werden und so Aiegl-
Expression verstarken. In differenzierenden Muskelzellen zum Beispiel, wird die Expression
des Insulin-ahnlichen Wachstumfaktorl (IGF1), der ahnlichAdeyl/RNase4 ebenfalls von

zwei Promotoren lokalisiert vor Exonl oder Exon2 gesteuert wird, durch die Bindung von

myogenen regulatorischen Faktoren wie MyoD1, an E-Box Elemente in der Promotorregionl
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reguliert (McLellan et al., 2006). Erkenntnisse Uber Faktoren, welchArdjé-Expression

steuern, sind in diesem Zusammenhang noch nicht bekannt.

3.8 Die biologische Rolle vonAngl in der haematopoietischen

Stammzellnische

Um die biologische Rolle voAngl im Erhalt von haematopoietischen Stammzellen zu
untersuchen, wurde diengl-Expression iEbf2-exprimierenden Zellen retroviral veréandert.

Die zur Angl-Expressionsverminderung verwendeten miRNA Konstrukte wurden auf ihre
Funktionalitéat getestet, indem die Deregulation von Uberexprimierfergl-Flag in
HEK293T Zellen mittels Western-Blot-Analyse untersucht und gezeigt werden konnte (Abb.
20). Um zu beobachten, ob die Fahigkeit haematopoietische Stammzellen zu unterstitzen in
Ebf2-exprimierenden Zellen mit dereguliertdnglieveln verandert ist, wurden Kokultur-
Experimente mit haematopoietischen Stammzellen aus der Maus durchgefuhrt. Erste
Auswertungen der Kokulturen ergaben keine signifikante Veranderung in der Unterstitzung
haematopoietischer Stammzellen, nach DeregulatiorAdgt-Expression. Zu erwahnen ist,
dass eine Deregulation vémgl in den in der Kokultur eingesetzten Zellen auf Proteinebene
wegen fehlender funktionierender Antikorper nicht nachzuweisen ist. Deshalb lasst sich auf
Grund dieser ersten Kokultur-Ergebnisse keine Aussage lUber den Efrilysieregulierter
Zellen auf den Erhalt haematopoietischer Stammz@allefitro machen. In Kollaboration mit

Frau Dr. Kremmer (Institut fir molekulare Immunologie, Helmholtz Zentrum Munchen)
werden momentan ANG1-spezifische Antikérper produziert und von mir auf Funktionalitat
getestet. Mit Hilfe dieser Antikérper soll die Argkpression untersucht werden.

Ein weiterer Grund flr die unveranderte Unterstiitzung haematopoietischer Stammzellen in
der Kokultur mit in ihrer Ang:Expression veranderten Zellen, kdnnte eine indirekte
Wirkungsweise vonAngl auf die Stammzellen sein. Wie schon beschrieben ist die
Wirkungsweise von Angl hauptsachlich aus Endothelzellen bekannt. Beeinflusst die
veranderteAngl-Expression der Osteoblaten nicht die Stammzellen selbst, sondern die
Endothelzellen der vaskularen Stammzellnische, die wiederum das Verhalten der
Stammzellen regulieren (Abb. 25B), konnte dieser indirekte Effekt in den eben beschriebenen

Kokultur-Experimenten nicht untersucht werden.
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3.9 Geringe Expressionsunterschiede zwischekbf2+/- und Ebf2-/-
Zellen durch redundante Wirkungsweise der Mitglieder der
EBF-Familie?

Der Begriff der Redundanz beschreibt das zusétzliche Vorhandensein funktional gleicher
Ressourcen. Die hohe Homologie und evolutionare Konserviertheit sowie die Tatsache, dass
EBF1, 2 und 3 die Fahigkeit besitzen an gleiche DNA-Sequenzen zu binden (Hagman et al.,
1993; Wang and Reed, 1993; Hagman et al., 1995) und als transkriptionelle Aktivatoren zu
fungieren, weist auf eine ahnliche Funktionalitat hin. Hinzu kommt, das&bi2-
exprimierenden osteoblastaren und adipozytischen Zellen auch andere Mitglieder der EBF-
Familie Ebfl und Ebf3) exprimiert sind. Diese Faktoren kdnnten auf eine redundante
Wirkungsweise der Proteine hinweisen (Kieslinger et al., 2005). DieBbd2 ausgeibten
Funktionen kénnten im Falle einer EBF2-Defizienz somit von den anderen Mitgliedern der
Proteinfamilie tbernommen werden.

Wie bereits mehrfach erwahnt, konnten in ExpressionsanalyserEbf#+/- und Ebf2-/-
osteoblastaren Zellen durch DNA Micro-Array und quantitative Real-Time PCR viele Gene
als dereguliert exprimiert identifiziert werden. Allerdings wurden nur geringe Unterschiede
im  Expressionsmuster beider Zelltypen gefunden. Grinde fir die geringen
Expressionsunterschiede iBbf2+/- und Ebf2/- Zellen konnten in der beschriebenen
redundanten Wirkung der Proteine der Familie der EBF-Transkriptionsfaktoren liegen.

3.10 Effekte einer gleichzeitigen Defizienz von EBF1, 2 und 3

Geht man von einer Redundanz der EBF-Proteine aus, ware es interessant den Effekt einer
gleichzeitigen Deregulation von EBF1, 2 und 3 beobachten zu kdnnen. Eine alleinige
Defizienz von EBF1 resultiert in einer Blockade der B-Zellentwicklung (Hagman et al., 1993;
Lin and Grosschedl, 1995). EBF2-defiziente Mausstamme zeigen neben einem neuronalen
Phanotyp (Corradi et al., 2003; Wang et al., 2004) eine verringerte Knochendichte auf Grund
erhohter Osteoklastenzahlen (Kieslinger et al., 2005) und weisen den hier untersuchten
Stammzellph&notyp auf. EBF3-defiziente Mause wirken zyanotisch und sterben innerhalb
eines Tages nach der Geburt. Wirden alle 3 EBFs gleichzeitig deletiert, sollten sich diese

Phanotypen mindestens summieren. In Falle einer Redundanz wéare sogar eine Verstarkung
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der Phanotypen zu erwarten. Es kann spekuliert werden, ob nicht noch weitere Defekte, die
bisher bei den einzelnen Deletionen debf-Gene nicht beobachtet wurden, auftreten
konnten. Die fruheste Expression von EBF kann ab dem 9. Tag nach der Befruchtung in
Zellen der Neuralleiste festgestellt werden. Auch in diesem Fall kann eine gleichzeitige
Expression vortEbfl, 2 und3 gezeigt werden. Da die Deletion von nur einem Mitglied der
EBF Familie bereits starke Defekte auftreten lasst, konnten hier eventuell schon frihe
embryonale Stadien von einem Defekt betroffen sein. Moglicherweise ware eine dreifache
Deletion in einem embryonalen Stadium letal.

Um den Effekt einer gleichzeitigen Defizienz von EBF1, 2 und 3 untersuchen zu kénnen,
wurde die Expression dieser Gene mittels RNAi dereguliert. Unter Verwendung einer
eleganten Methode, bei der miRNA-Schleifen gegen verschiedene Gene in einem
Expressionsvektor hintereinander gehangt werden kdnnen, ist es moéglich die Expression von
Ebfl, 2 und3 gleichzeitig mit einem Plasmid zu verringern. Die Funktionalitat dieser
Konstrukte konnte sowohl anhand ektopisch exprimierter EBF-FLAG Proteine in HEK293T
Zellen, als auch bei endogenem EBF auf Proteinebene mittels Western-Blot gezeigt werden
(Abb. 21B und 22C).

Der funktionelle Defekt EBF2-defizienter Osteoblasten in der Unterstitzung
haematopoietischer Stammzellen wuidevitro in vorausgehenden Experimenten von Dr.
Kieslinger untersucht. In Kokulturversuchen r&ibf2+/- undEbf2-/- osteoblastaren Zellen

und lin” cKit" Scal haematopoietischen Stammzellen wurde die Fahigkeit der Stammzellen
so genannt€obblestone area forming celtsi bilden untersucht. Hier konnte eine Reduktion

der Cobblestone area forming celluf EBF2-defizienten Zellen um 45% gezeigt werden.
Auch die Fahigkeit der Koloniebildung war bei haematopoietischen Stammzellen aus der
Kokultur mit EBF2-defizienten Zellen ca. die Halfte reduziert (Daten nicht gezeigt). Fluhrt
man diese Kokulturversuche mit den dreifach EBF-deregulierten osteoblastaren Zellen durch,
kann man einen Rickgang déobblestone forming areamuf 22 — 26 % beobachten (Abb.
22D). Der Effekt durch die verminderte Expression aller drei EBF-Proteingro ist also
deutlich starker als durch die EBF2-Defizienz alleine. Die Theorie, dass eine dreifache EBF-
Defizienz einen starkeren Phéanotyp aufweisen wirde, koénnte sich also durchaus
bewahrheiten. In einer Expressionsanalyse von dreifach defizienten Mausen kénnten die

Unterschiede im Expressionsmuster im Vergleich zum Wildtyp vielleicht deutlicher sein.

69



Diskussion

3.11 Eine dreifache EBF-Defizienz — die Herstellung eines

Mausmodells

Fuhrt eine dreifache EBF-Defizienz zu einem verstarkten Phénotyp, ware solch ein
Mausmodell vermutlich in einem frihen Stadium letal ist. Wirde man die Defizienz von
Ebfl, 2 und3 in einer konventionellen Art und Weise erzeugen, zum Beispiel in dem man
Gene oder Teile davon deletiert, ware es mdoglich, dass solch ein Mausmodell auf Grund der
Letalitat nur bis zu einem bestimmten embryonalen Stadium analysiert werden kénnte. Die
Beantwortung der Fragen beziglich des Erhalts haematopoietischer Stammzellen im
Knochenmark adulter Tiere kbnnte so nicht erfolgen.

In dem von uns geplanten Mausmodell befinden sich die miRNA-Schleifen, die fur eine
verminderte Expression vdabfl, 2 und3 verantwortlich sind, hinter einer loxP-flankierten
STOP-Kassette. Dieses Konstrukt wurde unter der Kontroll&Ctesken-3-Aktin-Promotors

in den ubiquitar exprimierten und fur Gen-Targeting leicht zuganglidResa26Locus
integriert. Die Expression der miRNAs wird also unter normalen Umstanden durch das
Vorhandensein der STOP-Kassette verhindert und die Expressioithfdn 2 und3 ist
unverandert zum Wildtyp. Kreuzt man diese Maus mit einem Mausmodell dasedie
Rekombinase unter einem bestimmten Promotor, zum Beispiel HbfA-Promotor,
exprimiert, so wird in allerebf2-exprimierenden Zellen die STOP-Kassette durch homologe
Rekombination entfernt. Diere-Rekombinase katalysiert die Spaltung und Neuverknipfung
von DNA zwischen verschiedenen spezifischen BasensequenzenpxdeBtellen. Der
Vorteil dieses Systems ist, dass eine DeregulierungBlash, 2 und3 nicht im ganzen Tier
stattfindet, sondern gewebespezifisch untersucht werden kann. Verwendet man ein
Mausmodell in dem diere-Rekombinase an den Ostrogen-Rezeptor fusioniertisER,

kann die Expression da&re-Rekombinase durch das Fittern oder Injizieren von Ostrogen
induziert werden. Unter Verwendung eines solchen Mausmodells ware eine
gewebespezifische Deregulierung vebfl, 2 und3 zu jedem Zeitpunkt und Alter der Maus
induzierbar. Die Expression der miRNA-Schleifen kann durch die ExpressionGon
sichtbar gemacht werden. Diesésfp-Expression ermoéglicht somit auch das
durchflusszytometrische Sortieren d&ofl, 2 und3-deregulierten Zellen. Zur Realisierung
dieses Mausmodells wurde in dieser Arbeit das EBF-Tripel-miRNA Konstrukt iRdsa26

Locus muriner embryonaler Stammzellen integriert und diese zur Herstellung chimarer Mause
verwendet. Momentan erfolgt die Verpaarung der Chimaren um zu testen, ob eine

Ubertragung des integrierten Konstrukts in die Keimbahn stattgefunden hat.
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Abbildung 26: Schematische Darstellung der Verwendung des EBF-Tripel-miRNA
Mausmodells. Durch Kreuzung der EBF-Tripel-miRNA Maus mit einem Mausmodell, das
die cre-Rekombinase unter der Kontrolle eines gewebsspezifischen Promotors (Z3Bf2ier
Promotor) exprimiert, wird die loxP-flankierte STOP-Kassette durch homologe
Rekombination entfernt. Die Expression der miRNAs und somit die Deregulierurigbébn

2 und 3 findet dadurch gewebespezifisch statt.
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3.12 Ausblick

Auf biochemischer Ebene konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, Atagk ein direktes
Zielgen von EBF2 ist. Um die hier gezeigten Ergebnisse weiter zu bestétigen, soll auch durch
Chromatin-Immunoprazipitation in lebenden Zellen gezeigt werden, ob EBF an den
endogenen Angiogenin-Promotor bindet.

Zur weiteren Bestéatigung und zur vivo Lokalisierung der verandertémgl-Expression in
EBF2-defizienten Mausen sollen Methylmetacrylat-eingebettete Knochenschnitte der Maus
durchgefuhrt werden. Durch Immunhistochemie und deren Analyse durch konfokale
Mikroskopie soll der Phanotyp weiter charakterisiert werden. Durch die Tatsache, dass die
Wirkung von Angl hauptsachlich in Endothelzellen gezeigt wurde, kdnnte gleichzeitig eine
Analyse der Knochenschnitte bezuglich einer verdnderten Anzahl oder Morphologie an
sinusoidaler Gefal3e im Knochenmark durchgefiihrt werden (Abb. 25B).

Erste Untersuchungen der biologischen FunktionAmglin vitro, in Kokulturversuchen mit

in ihrer Angl-Expression veranderten osteoblastaren Zellen und primaren haematopoietischen
Stammzellen, zeigten keinen signifikanten Unterschied in der Féahigkeit der Osteoblasten,
haematopoietische Stammzellen zu unterstitzen. Da es bisher auf Grund fehlender Antikérper
nicht moglich war, dieAngl-Deregulation in osteoblastaren Zellen auf Proteinebene zu
untersuchen, wurden hierfur von Dr. E. Kremmer (Helmholtz Zentrum Munchen, Institut fur
molekulare Immunologie) Antikdrper generiert, die momentan auf ihre Funktionalitat getestet
werden. Optimal zur Analyse der biologischen Funktion ware die Verwendung eines
konditionalen Angl knock outMausmodells. Durch Kreuzung eines solchen Modells mit
Mausen, welche diere-Rekombinase unter der Kontrolle debf2-Promotors exprimieren,

wére es mdoglichAngl in Ebf2-exprimierenden Zellen zu deletieren und so biologische
Effekte direkt in vivazu untersuchen. So kdnnte auch eine indirekte Wirkungsweise von Angl
auf die haematopoietische Stammzellenische analysiert werden.

Zusatzlich ware es interessant die ExpressionAmll in dreifach EBF-deregulierten Zellen

zu untersuchen. Ist diAngl-Expression im Gegensatz zu EBF2-defizienten Zellen weiter
verringert, ware dies ebenfalls ein Hinweis auf eine redundante Wirkung der Proteine der
EBF-Familie.

Des Weiteren kdnnte die Expression synergistischer Partner die im Zusammenspiel mit EBF
die Angl-Expression erhdhen, analysiert werden. Ein Augenmerk sollte hierbei zum Beispiel
E-Box bindendemelix-loop-helixTranskriptionsfaktoren gelten, da in den Promotorregionen

von Angl E-Boxbindestellen identifiziert werden konnten.
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Momentan wird in Kooperation mit Dr. H. Prokisch ein weiterer lllumina DNA Micro-Array
durchgefuhrt. Die hohe Anzahl der analysierten Proben (25 unabhdgpige/- und 25
unabhangigeEbf2-/- Osteoblasten Praparationen aus den Hinterbeinknochen von E18,5
Embryonen) soll eine bessere statistische Auswertmaoglichkeit bieten. Ziel dieser zweiten
Expressionsanalyse voBbf2+/- und Ebf2-/- Zellen im gro3en Mal3stab ist es, weitere
Faktoren die wichtig fur den Erhalt der Stammzellnische sind, zu identifizieren.

Weiterhin findet die Verpaarung der generierten EBF-Triple-miRNA Chiméaren statt, um die
Integration des Konstrukts in die Keimbahn zu testen. Nach einer erfolgreichen
Keimbahnibertragung werden erste Analysen der dreifachen EBF-Deregulatiaro
durchgefuhrt. Durch eine Kreuzung dieses Mausmodells mit einem so genareitexP-
deleterMausstamm, wére eine generelle Depletion aller &igfis in allen Geweben zu
verschiedenen Stadien der Entwicklung oder im adulten Tier mdglich. Wére in diesen Tieren
eine Verstarkung der Phanotypen bezlglich der Stammzellnische, der Knochen- und
neuronalen Entwicklung zu beobachten, ist eine redundante Wirkungsweise der EBF-Proteine
wahrscheinlich. Da es sich bei der hier generierten Maus um ein konditionales Modell
handelt, soll in weiteren Arbeiten der Effekt der zell- bzw. gewebespezifischen Depletion von

Ebfl, 2 und 3 untersucht werden.
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4.1 Material

4.1.1Ausstattung

Material

Material und Methoden

Agarosegelelektophorese-
Apparatur

Peglab Biotechnologie GmbH

Blotting-Apparatur

Trans-Blot SD Semi Dry Transfer Cell, BioRad

Blotting-Papier

Whatman 3mm, Schleicher & Schuell GmbH

COs-Inkubator

CB150, Binder

Kryoréhrchen

Nunc GmbH & Co KG
Greiner Labortechnik Bio-One GmbH

Durchflusszytometer

FACSCalibur, BD Biosciences
FACSAria, BD Biosciences

Elektroporationssystem

Gene Pulser, BioRad

Feinwaage Sartroius

Glaswaren Schott, Braun

Geltrockner BioRad

Heizblock Thermomixer compact, Eppendorf
Inkubationsschrank B6120 Heraeus

Kahl- und Gefriergeréte

Liebherr GmbH
Privileg, Quelle

Klvetten

Uvette 220-1600nm, Eppendorf

Luminometer

Microplate Luminometer Orionll, Berthold Detecti

Systems

Magnetrthrer MR3000 Heidolph
Mikroskop Axiovert25, Zeiss
Mikrowelle Panasonic

Nitrozellulose Membranen

Protran, Whatman

PAGE-Apparatur

Mini-Protean, BioRad

PCR-Geréate DNA Engine, BioRad
Photometer BioPhotometer, Eppendorf
Pipetten Gilson

pH-Meter 763 Multi Calimolic, Knick
Reaktionsgefalie 0,5ml, 1,5 ml, 2,0 ml Eppendorf

15 ml, 50 ml Falcon
PCR-Gefalie, Biozym Diagnostik GmbH

Rontgenfilme

Biomax MS Film, Kodak
Medical X-Ray screen film blue sensitive, CEA

Rontgenfilmentwicklermaschine

Cawomat 2000IR, Cawo

Schittler

Polymax1040 Heidolph
Reax2 Heidolph

Spannungsquelle

Power Pack, BioRad

Sterilbank

HeraSafe KS12, Heraeus

UV-Transilluminator

San Gabiriel
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Vakuumpumpe BVC 21, Vacuubrand
Wasserbader Sub6, Grant
Zellkulturschalen und diverse, Nunc GmbH & Co KG
Zellkulturflaschen diverse, Falcon
Zellzahl-Messgerat CASY TTC, Innovatis
Zentrifugen Rotina 38R Hettich
Micro 200R, Hettich
Eppendorf centrifuge 5424, Eppendorf

4.1.2Enzyme
FirePol Solis BioDyne
T4-DNA-Ligase Invitrogen

Restriktionsendonukleasen und zugehorigeche Molecular Diagnostics

Puffer MBI Fermentas
New England Biolabs
SuperScript Reverse Transcriptase Invitrogen
Tag DNA-Polymerase Invitrogen
Phusion DNA-Polymerase Finnzymes
Dispasell (neutral protease grade) @Reche

Bacillus polymyxa

Collagenase ausClostridium histolyticumpSigma-Aldrich

Typ IA

ProteinaseK

Roth

4.1.3Western-Blot-Antikorper

Monoklonaler Anti-3-Aktin Antikérper

Klon AC-74, Sigma

Anti-FLAG M2 monoklonaler Antikérper

Sigma

Anti-EBF Klon 6G6

E. Kremmer, HMGU, R. Grossched|

Anti-Pan-EBF, Klon 5E6-111 IgG2A

E. Kremmer, HMGU

Goat-anti-Mouse IgG (Fc-spec.) Peroxidas
conjugated

eSigma

Goat-anti-Rat Peroxidase conjugated

Jackson Immuno Research

4.1.4Langenstandards

1 kb Ladder (DNA) Fermentas

Prestained SDS-PAGE Standafgermentas
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4.1.5Kits

Quick Change, Site directed mutagenepgis Stratagene
QIAprep Midiprep Kit QIAGEN GmbH, Hilden
QIAquick PCR Purification Kit QIAGEN GmbH, Hilden
QIAquick Gel Extraction Kit QIAGEN GmbH, Hilden
Tnt coupled Reticulocyte Lysate Systems Promega

Random Prime Labeling Kit Amersham Bioscience
BLOCK-IT Polll miR RNAI ExpressionkK4936-00

Vector Kits Invitrogen
MessageAmp™ 1l aRNA Amplificatiopllumnia

Kit

lllumina® TotalPrep™ RNA lllumina

Amplification Kit

T7-0Oligo(dT)24V Promoter Primer, lllumnia

Anchored (100 ng/ul)

4.1.6 DNA Micro-Array

MouseWG-6 v2.0 Expression BeadChip lllumnia

4.1.7Plasmide

pBS II-KS (pBluescript; Fermentas)
Dieser Vektor wurde zur Klonierung von Ebfl und Ebf2 verwendet und zur in vitro
Translation mit Reticulozyten Extrakten eingesetzt.

pCMVcyto (Dr. Josef Mautner, HMGU Minchen)
pCMVcyto wurde zur Uberexpression von Ebfl, 2 und E24V) in Luziferase-Reporter-
Assays eingesetzt.

pBLIuc5 (Dr. Ursula Zimber-Strobl, HMGU Muinchen)
Dieses Plasmid tragt das Luziferase Gen, vor das die verschiedenen Versionen der
Angiogeninl-Promotoren bzw. des Lamda5 Promotors fur den Luziferase-Reporter-Assay

kloniert wurden.
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pCMV-3-Gal (Dr. Ursula Zimber-Strobl, HMGU Munchen)
Dieses Plasmid wurde zur Uberexpression von R-Galaktosig@ssomit zur Normalisierung
der Messwerte im Luziferase-Reporter-Assay verwendet.

pcDNA3.1-Flag (Dr. Hermann Silje MPI, Miinchen)
Dieser Vektor wurde zur Uberexpression von Ebf1, 2 und 3 und Angl verwendet und zum
Testen von diversen miRNA Konstrukten kotransfiziert bzw. zur in vitro Translation mit

Reticulozyten Extrakten eingesetzt.

pcDNAG6.2-GWEMGFPmIR (Invitrogen)

Dieser Vektor aus dem BLOCK-IiT System wurde zur Expression von miRNAs benutzt.

MSCV-IRES-GFP (Dr. R. Moriggl)
Dieses Mouse-Stem-Cell-Virus-Plasmid wurde zur Herstellung ,retroviraler Packaging®

Zelllinien verwendet.

pPGAG-STOP-EGFP-Rosa —TV (Dr. M. Schmid-Supprian, MPI Minchen)
Dieser Vektor wurde zum Targeting des Rosa26 Locus von murinen embryonalen

Stammzellen verwendet.

pGK-cre-bpA (Kurt Fellenberg, Institut fir Genetik, Kéln)

Dieses Plasmid tragt das Gen fur die Rekombirise welches unter der Kontrolle des
Promotors des Haushaltsgens ,Phosphoglyceratkinase” (PGK) steht. Hinter dem Cre-
Rekombinase-Gen befindet sich eine Polyadenylierungssignalsequenz (bpA), die fiur die

richtige Expression des Gens notwendig ist.

4.1.8Sonden fur Southern-Blot-Analysen

Rosa26-Sonde
Die 550 bp Sonde wurde aus dem Plasmid pRosa26-5-pBS KS mit den Erzgofdund

Pacl isoliert. Waschbedingungen: Membran nach Hybridisierung 3x 10 Min. bei 58 °C in 0,2
x SSC 0,5 % SDS waschen.
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GFP-Sonde

Material

Die 723 bp Sonde wurde mit dem Enziaral aus dem Originalplasmid aus dem BLOCK-iIT

Polll miR RNAIi Expressionsvektor Kit von Invitrogen isoliert. Waschbedingungen nach
Hybridisierung: 3x 10 Min. bei 58 °C in 0,2 x SSC 0,5 % SDS waschen.

4.1.90ligonukleotide

4.1.9.1 Real-Time PCR Oligonukleotide

tgt ggt ggt gaa gct gta gac gac atg gag
Actin F gc Actin R aag atc tgg

aac ctc acc ctg caa aga agt gga cag gca
Angl-F-A tg Angl-R-A aac cat tc

agc gaa tgg aag ccc tta gaa gtg gac agg
Angl-F-B ca Angl-R-B caa acc at

gga gcc tct agc ttc aca gga gtc atc ctg
AnglP2FWD cc AngP2REV agc cag ag

ttt ctg caa aga tgt caa ggg aga cct tcc tt
Ang2 F ca Ang2 R gtg t

gtc ttt ttg ctg agt ctg cac aga tgg cct
Ang3/5F gat gt Ang3/5 R tga tgt tg

atg aca atg agc cca tgt cag atg gcc ctg
Ang4 F cc Ang4 R atg ttt tt

cca tca tca cgg tga cag

gag ggg tcc cca

AW120700-Cdh4-F |ac AW120700-Cdh4-R |ctt atg at

gca cag gta cca ccc cfa tga aca cca cca
Btc F ga Btc R tga cca ct

tct tca tca cct gca tga aag atc atg gcc
Ccbp2 F gc Ccbp2 R aag agt gg

acc aca gac ttc ccc agc cgg att cca gag
CD34 F tg CD34 R cat ttg at

cac cct caa gag cct gdg gtt cgg gct gat gtd
Collal F tc Collal R cca gt

=7

D14Ertd449e F

ctg ggt ccc ttc acg aad

ta D14Ertd449e R

aat tgt gtt ttt ggc
get tt

tgg aga atg aca aag agc

ggg ttt ccc get gtt

EBF2 G F aag EBF2 G R ttc aaa

acc tac ggc gtg cag tge gtc ctc gat gtt gtg
GFP F ttc agc GFP R gcg gatctt g

ggt cag cgt gct gtg taa gag cac cag gga
Gjad F ga Gja4 R gat gac tc

aag cca aca gcc

Gprl F aca ttt cct acg tgg cct {@prl R aga caa gt

atc aac tgc agc acc agc act tga gct gga
Icam2 F tg Icam2 R ggc tgg ta
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tga gtg tcc agc tgg cta

cac agg tgc cat tg

ad

—

Notch3 F tg Notch3 R ata gg

gga gtg aga aac aaa gct ctg gac ccg gaa
PlstaggeredlF gc PlstaggeredR ctg gag gcg
Plstaggered2F tca ttc ttc tat tcg caaq tcc

cat atc ggg gac gag att
Plstaggered3F cC
Plstaggered4F caa tct gtt tgc gtg gqc
P1staggeredSF cca ccc tcc act cct cfg

ggg cat cct tgg aag aat
Plstaggered6F g

aaa ccc acc ttg tct gct
Plstaggered7F tg

gga tct atg gca tat gca cta agc acg gcc tf
P2staggeredl1F cagt P2staggeredR tgt tc

caa agt agt tcc tga agt
P2staggered2F tgg
P2staggered3F cag ttg cct cac tcc tte ¢

gta ttt ctg ggg gtt gga
P2staggered4F gag

ctc cag agg atg gac aga
P2staggered5F g9

cag gaa gct gag tag cta
P2staggered6F taa

cag ctg gtt ttg caa ctg
P2staggered7F tg

gca gag cag aca tgc ata
P2staggered8F att t

cct gga tat ggg gca tct cag cag cct cag
Pcdh20 F ac Pcdh20 R gtc ctc

ccc aga tta ttg ccc tga gaa ttc tcg gca gt
Reck F aa Reck R got gt

acc agc act agg cga gt ata agg cac gag
RNase4F gt RNase4R caa agg aa

cta tgg cca gga tcg aat ttc gtg gat gaa gg
RNase4F gt RNase4R gtt ga

cca aca gga agg aag aca ttc gat cct gg
RNase4P1FWD gag tg RNase4dP1REV cat ag

cca tca att acc tgc ccc ttc ctg gca aca
Scal F ta Scal R gga agt ct

cca cac ctg tga caa tgg atg gaa cca tgg
Tmem100 F ag Tmem100 R gaa ttg aa

taa tgg gca ctt ttg

Tmem68 F ttg tgc tct tca tgg acc|danem 68 R cat ca
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4.1.9.2 Oligonukleotide zur Maus-Genotypisierung
EBF2-GFP-Fwd ggc ctg ggt tgt agt aac cat
EBF2-GFP-KO ctg agc atg atc ttc cat cac
EBF2-GFP-REV ttc aga gct ggt cct ctt cc
5-RosaFWD gag ttc tct gct gece tee tg
CAG-Rev tga act aat gac ccc gta att g
3’-RosaRev agg aaa ggg aaa atg cca at

EBF2-GFP PCR-Programm

RosaTripleMiRNA PCR-Programm

Schritt 1 94°C 4 min Schritt 1 95°C 5 min
Schritt 2 94°C 30 sec Schritt 2 94°C 45 sec
Schritt 3 62°C 30 sec Schritt 3 60°C 45 sec
Schritt 4 72°C 1 min Schritt 4 72°C 1 min
Schritt 2-4 32 Zyklen Schritt 2-4 33 Zyklen
Schritt 5 72°C 5 min Schritt 5 72°C 10 min
4.1.9.3 Oligonukleotide fur Klonierungen

Xhol-+2-Ebf1-fwd

ccc ctcgag ca atg ttt ggg atc
cag gaa agc

Ebfl Klonierung mit N-terminalem
Flag Tag

XholEbfl-rev

aat cat ¢

ccc ctcgag tca cat ggg agg gaEbfl Klonierung mit N-terminalem

Flag Tag

Xhol-+2-Ebf2-fwd

ccc ctcgag ca atg ttt ggg att
caa gat acg ¢

Ebf2 Klonierung mit N-terminalem
Flag Tag

Xhol-Ebf2-rev

ccc ctcgag tta cat cgg ggg aa
aac aag

EDbf2 Klonierung mit N-terminalem
Flag Tag

BamHI-+2-Ebf3-fwd

ccc ggatcc ca atg ttt ggg att
cag gag aat att ¢

Ebf3 Klonierung mit N-terminalem
Flag Tag

Xhol-Ebf3-rev

ccc ctcgag teca cat ggg cgg ga
tac cag

1EDbf3 Klonierung mit N-terminalem
Flag Tag

ccc tttaaa atg tcc gtg age aag

dsTomatoe Klonierung in

Dral-Tomatoe-F ggc gag ga MSCVmiRNA
ccc tttaaa tta ctt gta cag ctc gtdsTomatoe Klonierung in
Dral-Tomatoe-R catg MSCVmiRNA

Xhol-Tomatoe-F

ccc ctcgag age aat tee tge ag
ccg at

cdsTomatoe Klonierung in MSCV-
IRES

Sall-Tomatoe-R

gat t gtcgac gc ggc cge

dsTomatoe Klonierung in MSCV-
IRES
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Hindlll-Ang1PromotorlF-
I

ccc aagctt tec tte ttg cct gec t
at

aBngl-Promotorl Klonierung in
pBLLuc5

BamHI-Ang1Promotorl-
R-1

ccc ggatcc cac tcc ttc ctt cct gangl-Promotorl Klonierung in

99

pBLLuc5

Hindlll-Ang1PromotorlF-
I

CCC aagctt tcg ttg gtc tag ggg
tat gat tct cgc ttt

Angl-Promotorl Klonierung in
pBLLuc5

BamHI-Ang1Promotorl-
R-11

Ccc ggatcc tgg gtg agg tcg g
ttg cct ggc cac gca

cdngl-Promotorl Klonierung in
pBLLuc5

Hindlll-Ang1Promotor2-
F-I

ccc aagctt gtg cag tct tcc cca
agt gt

Angl-Promotor2 Klonierung in
pBLLuc5

Hindlll-Ang1Promotor2-
F-II

Ccc aagctt Cat gta tgt ctg tgt
acc aca c

Angl-Promotor2 Klonierung in
pBLLuc5

Xhol-AnglPromotor2R

cce ctecgag tee tee gac tgg ga
tgt g

sAngl-Promotor2 Klonierung in
pBLLuc5

Hindlll-Lamda5-Fwd

ccc aagctt cag aga ctc ttg ttc
cat gg

Lamda5 Klonierung in pBLLuc5

Xhol-Lamda5-Fwd

cce ctecgag tet age cte act tge
agt gta

Lamdab Klonierung in pBLLuc5

ccc gtcgac atg ttt ggg att caa

Sal-Ebf2-F gat acg c Ebf2 Klonierung in pCMVcyto
CCC gcggcecgc t tac atg ccg gga

Not-Ebf2-R aca aca ag Ebf2 Klonierung in pCMVcyto
ccc gtcgac atg atg aaccag tct

Sall-E2A-F cag aga E2AKIlonierung in pCMVcyto
CCC gcggcecgc t cacagg tgc cag

Notl-E2A-R gct gg E2AKIlonierung in pCMVcyto

EcoRI+2-Angl-Fwd

ccc gaattc ca atg gcg ata ago
cca ggc cc

Ang1l Klonierung mit N-terminalem
Flag Tag

Xhol-Angl-Rev

ccc ctcgag cta tag act gaa aa
cga ctc atc

aAngl Klonierung mit N-terminalem
Flag Tag

Ascl-Linker-Kozak-ATG-
TriplemiRNA-GFP-F

ggc ggcgegec g ttt aaa ctt gg
tca ttc tga tct agc cgc cac cat

ggt gag caa ggg cga gg

EmGFPtriplemiR Klonierung in
ROSA26-TV

SaclXmal-TriplemiRNA-
Rev

cg gagctc cccggg c tag ata to
cga gtg cgg cca g

tEmGFPtriplemiR Klonierung in
ROSA26-TV

4.1.9.4  Oligonukleotide zur Gelretardierung

MB1 F CCC cga CCC cac gca cta gag aga gac tca agg gaa ttg tgg
MB1 R ccc tge acc tgg get gge cac aat tec ctt gag tct cte tc
AnglPromlF ttc tag att cct gaa gct ccc cag ggg aga acc ttc cag ggg ag
AnglProm1R aag acc ctg gaa ggt tct ccc ctg gaa ggt tct ccc ctg ggg ga
AnglProml1AmutF ttc tag att cct gaa gct ATA cag ggg aga acc ttc cag ggg ag
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Aaa

gaac

Cctttc

hgatc

~+

laatc

laa

At

patc

ga

AnglProml1AmutR aag acc ctg gaa ggt tct ccc ctg gaa ggt tct ccc ctg TAT ga
AnglProml1BmutF ttc tag att cct gaa gct ccc cag ggg aga acc ttc cag ATA ag
AnglProm1BmutR aag acc ctg gaa ggt tct TAT ctg gaa ggt tct ccc ctg ggg ga
AnglProm1ABmutF ttc tag att cct gaa gct ATA cag ggg aga acc ttc cag ATA ag
AnglProm1ABmutR Aag acc ctg gaa ggt tct TAT ctg gaa ggt tct ccc ctg TAT ga
AnglProm2F cca cac ata tgc aat gcc cag gga g

AnglProm2R tgc ctt cat ctg gtc tcc ctg ggc at

AnglProm2mutF cca cac ata tgc aat gAT Aag gga g

AnglProm2mutR tgc ctt cat ctg gtc tcc ctT ATc at

4.1.9.5 miRNA-Oligonukleotide

Angl-mil-F tgctgttcacagtatctgtcgtcccggttttggccactgactgaccgggacgagatactgtg
Angl-mil-R cctgttcacagtatctcgtcccggtcagtcagtggccaaaaccgggacgacagatactgt
Angl-mi2-F tgctgatacgttcacagtatctgtcggttttggccactgactgaccgacagattgtgaacgtat
Angl-mi2-R cctgatacgttcacaatctgtcggtcagtcagtggccaaaaccgacagatactgtgaacgtatc
EBF1-mil.1-F tgctgaaaggcagtcctctcaatctcgtittggccactgactgacgagattgaggactgceattt
EBF1-mil.1-R cctgaaaggcagtcctcaatctcgtcagtcagtggccaaaacgagattgagaggactg
EBF1-mil.2-F tgctgatctgagggagtctcatttcggttttggccactgactgaccgaaatgactccctcagat
EBF1-mil.2-R cctgatctgagggagtcatttcggtcagtcagtggccaaaaccgaaatgagactccctcs
EBF2-mi2.1-F tgctgatttcctcaagtttgaaggaggttttggccactgactgacctccttcacttgaggaad
EBF2-mi2.1-R cctgatttcctcaagtgaaggaggtcagtcagtggccaaaacctccttcaaacttgagga
EBF2-mi2.2-F tgctgtttggtgacagagtcgatgaggttttggccactgactgacctcatcgactgtcaccs
EBF2-mi2.2-R cctgtttggtgacagtcgatgaggtcagtcagtggccaaaacctcatcgactctgtcaccaaac
EBF3-mi3.2-F tgctgattaagggcagtgtagacaaagttttggccactgactgactttgtctactgcccttag
EBF3-mi3.2-R cctgattaagggcagtagacaaagtcagtcagtggccaaaactttgtctacactgccctt
EBF3-mi3.5-F tgctgtctggaagccgtaatctatgggttttggccactgactgacccatagatcggcttccd
EBF3-mi3.5-R cctgtctggaagccgatctatgggtcagtcagtggccaaaacccatagattacggcttcc

agac
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4.1.10 Bakterien

XL-1blue

Escherichia coliStamm

Genotyp: F:Tul0 proA+B+ laclqg D (lacz) M15/recAl end Al gyr A96 (Nalr) thi hsd R17
(rk-mk+) glu V44 rel Al lac. Der Orginalbakterienstamm wurde von der Firma Stratagene
bezogen.

DH5a
Escherichia coliStamm;

Genotyp: F, @dlacZA M15, endAl, recAl, hsdR17,(rmy), supE44, thi-1, gyrA96, relAl,
A(lacZYA-argF)u169, A

4.1.11 Zelllinien

HEK293T-Zellen
Transformierte fibroblasten ahnliche Zelllinie die aus humanen embryonalen Nierenzellen

gewonnen wurde.

GP+ES86

Murine retrovirus-verpackende Zelllinie

Ba/F3
II-3 abhéngige murine pro B-Zelllinie, die in dieser Arbeit fur Luziferase-Reporter-Assays

verwendet wurde.

WEHI-3B
lI-3 produzierende makrophagen-ahnliche myelomonocytische Zellline. Der Uberstand dieser
Zellline wird fur die Kultur von Ba/F3 Zellen bendtigt.

70Z/3

Murine pre-B-Zellline
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AFT024
Immortalisierte  murine Stroma-Zelllinie; wurde durch ihre stammzellunterstitzende
Fahigkeit als Positivkontrolle in Kokulturversuchen eingesetzt. Zur Verfigung gestellt von

Kateri Moore, Princeton University.

2018

Immortalisierte murine Stroma-Zelllinie; wurde durch ihre nicht stammzellunterstitzende
Fahigkeit als Negativkontrolle in Kokulturversuchen eingesetzt. Zur Verfiigung gestellt von
Kateri Moore, Princeton University.

CH3T101/2

Murine mesenchymale Osteoblasten-ahnliche Zellline.

MC3T3
Murine Osteoblasten-ahnliche Zellline.

IDG3.2 embryonale Stammzellen
F1 ES Zellen (C57BL/6 x 129). Zur Verfugung gestellt von Dr. Ralf Kihn, Helmholtz

Zentrum Neuherberg.

Embryonale Fibroblasten (EF-Zellen)
EF-Zellen wurden aus Mausen des Neomycin-resistenten Stammes pSV2neo,PEP-II4
prapariert und von Dr. Ralf Kihn, Helmholtz Zentrum Neuherberg fur diese Arbeit zur

Verfigung gestellt.

4.1.12 Mausstamme

C 57BL/6(Charles River, WIGA)
Dieser Mausstamm wurde zur Verpaarung der EBF2-GFP transgenen Méause verwendet, um

ein Wildtyp Allel zu erhalten.

EBF2-GFP
Durch das Ersetzen von 5 Exons, die fur die ersten 162 Aminosauren kodieren, mit einer
tauGFPpA-Reporterkassette wurde B&f2 Locus deletiert. Der Mausstamm wurde von Dr.

Randall R. Reed zu Verfigung gestellt
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4.2 Methoden

4.2.1 Molekularbiologische Methoden

Alle Standardmethoden molekularbiologischer Laboratorien, die hier nicht weiter erlautert
werden, wurden wie bei (Sambrookt al, 2001) beschrieben durchgefihrt. Bei
kommerziellen Produkten wurde gemal3 den Herstellerangaben vorgegangen.

42.1.1 Arbeiten mit RNA

4.2.1.1.1 RNA-Isolierung aus Saugerzellen

Zur Gesamt-RNA Isolierung aus humanen und murinen Zellen wurden diese bei 200g, 4°C
ca. 6 min abzentrifugiert und nach vorherigem Waschen mit PBS in 1ml Trizol (Peglab) pro
1 x 10 Zellen resuspendiert. Nach der Zugabe von 0,2 ml Chloroform und anschlieRendem
Mischen der Reagenzien folgte ein Inkubationsschritt fir 5 min bei 15-30 °C. Die durch das
Reagenz aufgeschlossenen Zellen wurden fur 15 Minuten bei 4 °C und 12000 x g
abzentrifugiert. Die in der wassrigen Phase befindliche RNA wurde in ein neues Gefal}
Uberfuhrt und durch Zugabe von 0,5 ml Isopropanol und 10 min Inkubation auf Eis gefallt
und danach bei 12000 x g fur 10 min abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit 1 ml 75% Ethanol
gewaschen und nochmals bei 7500 x g fur 5 min zentrifugiert, getrocknet und in 10ul RNAse-
freiem Wasser resuspendiert. Die so gewonnene RNA wurde zur Synthese von cDNA

eingesetzt.

4.2.1.1.2 Herstellung von cDNA mittels RT-PCR

Zur Einzelstrang-cDNA-Synthese wurde SuperScript Il RT (Reverse Transkriptase) von
Invitrogen benutzt. Hierfir wurden 1ul Oligo(dZ)s Primer (500 pg/ml), 1 ng bis 5ug
Gesamt-RNA und 1 pl dNTP Mix (jeweils 10 mM) mit RNAse-freiem Wasser auf 12 ul
aufgefillt, 5 min bei 65 °C erhitzt und auf Eis rasch abgekuhlt. Danach folgte die Zugabe von
4 ul 5x First-Strand Puffer, 2 pul 0,1 M DTT und 1 pl RNaseOUT (40 Units/ul). Der Ansatz
wurde fur 2 min bei 42 °C inkubiert, anschliel3end wurde 1l (200 units) SuperScript Il RT
zupipettiert. Die reverse Transkription erfolgte bei 42 °C fir 50 min. Darauf folgend wurde
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die Reaktion bei 70 °C fur 15 min inaktiviert. Die gewonnene cDNA wurde in die

guantitative PCR eingesetzt.

4.2.1.1.3 Quantitative RT-PCR

Die quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) mit der LightCycler-Methode nach Roche ist
eine PCR-Reaktion, die mit einer ,Faststart® Taqg DNA-Polymerase und dem dsDNA-
spezifischem Fluoreszenzfarbstoff SYBR Greenl arbeitet. Die Taqg-Polymerase ist mit
hitzelabilen Blockgruppen modifiziert und so bei Raumtemperatur inaktiv. Erst durch
Erhitzen auf 95°C wird die Reaktion gestartet. SYBR Green 1 ist ein Fluoreszenzfarbstoff,
der spezifisch in die kleine Furche der dsDNA interkaliert und dessen Fluoreszenz durch
diese Bindung um das 100-fache gesteigert wird. So kénnen die bei der Amplifikation
entstehenden Produkte mittels ihrer Fluoreszenz detektiert werden. Die Fluoreszenz wird am
Ende jeder Elongationsphase gemessen, was die Kontrolle der Zunahme der DNA-Mengen in
.Echt-Zeit* erlaubt. Die Menge an amplifizierter DNA gibt einen Hinweis darauf, wie viel
cDNA zu Beginn in der untersuchten Probe war, die mit den gewahlten Primern erkannt
werden konnte. Zur Uberprifung der Spezifitat wird das amplifizierte Produkt
aufgeschmolzen und es ergibt sich eine spezifische Schmelztemperatur. Zuséatzlich kann das
Produkt mittels Gelelektrophorese aufgetrennt werden und seine Spezifitat anhand der Grol3e
ermittelt werden.

Fur die LightCycler Reaktion wurde abweichend vom Protokoll (FastStart DNA Master
SYBR Green, Roche) nur 1ul cDNA in einem Reaktionsvolumen von 10ul eingesetzt. Die
Primer flr diese Methode waren - soweit moglich - exonibergreifend, um zu vermeiden, dass
eventuelle Verunreinigungen mit genomischer DNA Amplifikationsprodukte bilden. Die
benutzten Primer-Oligonukleotide wurden bei Metabion (Minchen) bezogen. Die PCR-
Reaktionen wurden in Glaskapillaren (Roche) in einem LightCycler (Roche) mit folgender
Temperaturabfolge in 40 Zyklen durchgefthrt

Denaturierung der DNA

und Aktivierung der Polymerase 95 °C fur 10 min
Zyklische Denaturierung 95 °C furls

Zyklische Anlagerung 60-65 °C fur 10 s

Zyklische Verlangerung 72 °C fur 4 s pro 100 bp
Aufschmelzen 65 °C in10 s

Abkihlen 40 °C fur 30 s
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Die entstandenen PCR-Produkte wurden zur Erstellung einer Eichgerade seriell verdiinnt, um
spater die Effizienz dieser PCR-Reaktion errechnen zu kdnnen. Folgende Verdinnungsserie
wurde erstellt: 18; 10°% 107 10° und Wasser als Negativkontrolle. Wahrend der
Amplifikation nimmt die Fluoreszenz des Reaktionsansatzes mit steigender Zykluszahl zu.
Diese Fluoreszenzzunahme wird von dem LightCycler gemessen und eine Kurve erstellt. Das
LightCycler-Programm ermittelt aus dieser Amplifikationskurve den crossing point (Cp).
Dieser gibt die Anzahl der Zyklen an, die noétig sind um eine definierte Menge an PCR-
Produkt zu erzeugen.

Um die Menge an Zieltranskript quantifizieren zu koénnen, wurde die relative
Quantifizierungsmethode angewendet, die auf der relativen mRNA-Expression eines Zielgens
im Vergleich zu einem Referenzgen basiert. Die Expression der Gene wurde auf Aktin

standardisiert.

4.2.1.2 Arbeiten mit DNA

4.2.1.2.1 DNA Isolation

4.2.1.2.1.1 Isolation von Plasmiden aus Bakterien
Plasmid DNA wurde fur Klonierung und Transfektion mit Hilfe des ,Quiagen Plasmid Midi

Kit“ (Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers gereinigt.

4.2.1.2.1.2 Isolation von genomischer DNA aus Mausschwanzzellen

Den Mausen wurde ein etwa 0,3 cm langes Stick des Schwanzes abgeschnitten und tber
Nacht in 100 pl Lysepuffer (1x FirePol Puffer B von Solis BioDyne; 1,25 mM Wd&ll

pnag/ml ProteinaseK) bei 56 °C inkubiert. AnschlieRend wurde der Ansatz 10 min bei 95°C
inkubiert, um die ProteinaseK zu inaktivieren. Zur Genotypisierung wurde von der so

gewonnenen cDNA 0,7 ul in die PCR-Reaktion eingesetzt.
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4.2.1.2.1.3 Isolation von genomischer ES-Zell-DNA im 96-Loch-Format

Fur die Praparation der ES-Zell-Klone aus 96-Loch-Platten wurden diese bis zur Konfluenz
kultiviert. Die Zellen wurden dann zweimal mit PBS gewaschen und je Loch 50 pl Lysepuffer
(10 mM Tris pH7,4, 10 mM EDTA, 10 mM NacCl, 0,5 % SDS, 1 mg/ml ProteinaseK)
zugegeben. Die Platten wurden dann in wasserdampfgesattigter Atmosphare bei 56 °C Uber
Nacht inkubiert und am nachsten Tag bei Raumtemperatur fur 30 Minuten abgekunhlt.
Anschliel3end wurden 100 pl 100 %-Ethanol je Loch zugesetzt, um die DNA zu prazipitieren.
Nach einer Stunde Inkubation bei RT wurde die DNA durch Zentrifugation sedimentiert und
der Uberstand vorsichtig abgegossen. Die DNA wurde dann noch zweimal mit 100 pl 75 %-
Ethanol gewaschen, anschlielBend getrocknet und direkt in (35 pl/Loch) der vorbereiteten
L6sung fur den darauf folgenden Restriktionsverdau resuspendiert.

4.2.1.2.1.4 Isolation von genomischer DNA von ES-Zellen aus 10 cm Platten

Zur Praparation der genomischen DNA von ES-Zell-Klonen in grol3eren Mengen wurden die
Klone auf 10-cm-Platten bis zur Konfluenz kultiviert. Die Zellen wurden zweimal mit PBS
gewaschen und in Lysepuffer (10 mM Tris pH7,4 , 10 mM EDTA, 10 mM NaCl, 0,5 % SDS,
1 mg/ml ProteinaseK) aufgenommen. Nach 5 Minuten Inkubation bei 37 °C wurden dann die
sich von der Unterlage |6senden Zellen mit einer Pipette in Falcon-Réhrchen Uberfiihrt und
bei 56 °C uber Nacht inkubiert. Am nachsten Morgen wurde die DNA Uber eine Ethanol-

Prazipitation isoliert.

4.2.1.2.2 DNA Fallung und Reinigung

42.1.2.2.1 Phenol Extraktion

Mit dieser Methode kdnnen Proteinkontaminationen in der DNA-LOsung beseitigt werden.
Die DNA-L6sung wurde auf ein Minimalvolumen von 200 pl gebracht und anschlielRend mit
einem Volumen TE-gesattigtem Phenol (pH 8,0) versetzt. Nach dem Vermischen der
Ldsungen durch starkes Schitteln wurde die Phasentrennung durch Zentrifugation bei 9000 x
g fur 5 Minuten erzielt. Die obere Phase wurde in ein neues Gefald tberfihrt und mit einem

Volumen Chloroform versetzt. Durch zweiminitiges starkes Schutteln wurden die Lésungen
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vermischt und wiederum wie oben zentrifugiert. Die DNA in der oberen wassrigen Phase

wurde anschlieRend durch Ethanol-Prazipitation geféllt.

4.2.1.2.2.2 Ethanol Prazipitation

Der gelosten DNA wurde zunachst 1/10-Volumen 3 M NaAc und 2 2 Volumen 100 % EtOH
zugesetzt. Danach wurde die Probe fur 20 Minuten bei -20 °C inkubiert und anschlie3end mit
9000 x g fur 20 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Dann wurde der Uberstand abgegossen, die
DNA mit 3 Volumen 70% EtOH gewaschen und wiederum bei 9000 x g zentrifugiert,
getrocknet und anschlielRend in@Hoder in 10 mM Tris-Puffer (HCI) pH 7 aufgenommen.
Techniken der DNA-Analyse

4.2.1.2.3 Spaltung von DNA mittels Restriktionsendonukleasen
Die Spaltung von Plasmid-DNA mit Restriktionsenzymen wurde unter den vom Hersteller
vorgeschlagenen Bedingungen und Puffern durchgefthrt.

4.2.1.2.3.1 Enzymatische Spaltung genomischer DNA aus ES-Zellen

Bei der Spaltung von genomischer DNA aus Zellen, die direkt in 96-Loch-Platten prapariert
wurden, wurde die DNA direkt nach der Fallung in 35 pl Restriktionslosung (Spermidin 1
mM, DTT 1 mM, BSA 100 pug/ml, RNAse 50 pg/ml, Puffer (10X) 1/10 Volumen, Enzym 50
U/Loch) aufgenommen und die Platten, nach der Versiegelung mit Parafilm, in einer
wasserdampfgesattigten Atmosphare tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Fur die Spaltung genomischer DNA, die bereits gelést war, wurden 5-10 g DNA mit 50-60
pl Restriktionslésung bei 37 °C tber Nacht inkubiert.

4.2.1.2.4 Southern-Blot nach Southern, E.M.

Durch die von Southern entwickelte Methode ist es moglich, die in einem Agarosegel durch
elektrophoretisch der GroRe nach aufgetrennte DNA auf eine Membran zu transferieren.
Durch das anschlieBende Hybridisieren der fixierten DNA auf der Membran mit einer
radioaktiv markierten Sonde ist es moglich, spezifische DNA-Fragmente als Banden auf der
Membran zu detektieren. Dabei ist die Spezifitat des Nachweises von der Spezifitat der Sonde
abhangig, die einem Teil der nachzuweisenden Region komplementar ist.

Die mit Restriktionsenzymen gespaltene DNA wurde nach Zugabe von 1/10 Ladepuffer auf

ein 0,8-1 % Agarosegel (Ethidiumbromid 5ug/ml) aufgetragen. Um spater die Grol3e der
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detektierten Fragmente bestimmen zu kénnen, wurde zusatzlich ein Grél3enstandard auf das
Gel aufgetragen (7,5 ng 1 kb DNA-Leiter). Nach der Auftrennung der DNA im Gel durch
Gelelektrophorese (Sambroek al, 2001) wurde dieses zusammen mit einem Lineal unter
UV-Licht fotografiert. AnschlieBend wurde das Gel fur 20 Minuten in 0,25 N HCI auf dem
Schittler geschwenkt. Danach wurde es kurz mit Wasser gewaschen und 40 Minuten in dem
alkalischen Transferpuffer (0,4 M NaOH; 0,6 M NaCl) inkubiert. AnschlielRend wurde der
Blot aufgebaut. Auf einen Stapel mit Papiertiichern wurden drei trockene Whatman-Papiere
gelegt, danach ein weiteres in Transferpuffer getranktes und anschlie3end die ebenfalls in
Puffer angefeuchtete Nylon-Membran Hybond-N (Millipore). AnschlieRend wurde das Gel
auf die Membran gelegt und mit drei weiteren angefeuchteten Whatman-Papieren zugedeckt.
Zum Schluss wurde die Verbindung zum Transferpuffer-Reservoir tber zwei lange
angefeuchtete Whatman-Papiere hergestellt und der ganze Aufbau mit einer Glasscheibe
abgedeckt. Nach 4-16 Stunden wurde der Blot abgebaut, die Position der Geltaschen markiert
und die Membran kurz in 2x SSC geschwenkt. Danach wurde die DNA 1 h bei 80 °C
gebacken auf dieser fixiert. Danach konnte der Blot fir die Hybridisierung mit einer

radioaktiven Sonde vorbereitet werden.

4.2.1.2.4.1 Hybridisierung der Southern-Blot-Membran

Zum Blocken unspezifischer Bindungen wurden die Membranen prahybridisiert. Der Blot
wurde dazu in 2x SSC (0,3 M NaCl; 0,03 M NaCitrat) angefeuchtet und in einem
Glaszylinder in vorgewarmtem Church-Puffer (0,4 MpiNROy; 0,1 M NabBPQy; 7 % SDS;

1 mM EDTA) fur mindestens 1 Std. bei 65 °C im Hybridisierungsofen, inkubiert.

4.2.1.2.4.2 Markierung der Sonde

Es wurden jeweils 50-100 ng Sonden-DNA mit 50 [fRia32-dCTP mit Hilfe des ,Random

Prime Labeling Kit* (Amersham Bioscience; Freiburg) nach Firmenprotokoll markiert.
Anschliel3end wurde die markierte Sonde mit Hilfe einer G50 Sephadex Saule (Amersham
Bioscience; Freiburg) nach Firmenprotokoll gereinigt. Danach wurde die Probe durch
funfmindtige Inkubation bei 100 °C denaturiert und der Hybridisierungslésung beigemischt.
Die Membran wurde anschlieend 16 Std. bei 65 °C im Hybridisierungsofen inkubiert und
anschlieBend mit vorgewarmtem Waschpuffer (0,2 x SSC, 0,5 % SDS) bei 58 °C gewaschen.
Die markierten Banden auf der Membran lie3en sich im Anschluss mit einem fotosensitiven
Film (Biomax MS PE Applied Biosystems 35x43 cm, KODAK Film) nachweisen. Die
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radioaktive Sonde konnte bis zu zwei Wochen aufgehoben und nach zehnminitigem

Aufkochen wieder verwendet werden.

4.2.1.2.4.3 Entfernen der Sonde

Es ist moglich, eine Membran mit verschiedenen Sonden zu hybridisieren. Zur Vermeidung

von Uberlappenden Signalen wurde die alte noch an die Membran gebundene Sonde
abgewaschen. Dazu wurde der Blot fir ca. 20 Min. in 95 °C heil3e, 0,1 % SDS Lésung

gegeben und langsam auf 51 °C abgekuhlt. Mit Hilfe des Phosphoimagers (Fuji Bas 1000,
Japan) wurde untersucht, wie gut die alte Sonde entfernt wurde. AnschlieRend konnte die

Membran wie Ublich fur die Hybridisierung verwendet werden.

4.2.1.2.5 Polymerase Kettenreaktion (PCR)
Mit Hilfe der Polymerase Kettenreaktion wird ein spezifisches DNA-Molekul amplifiziert,
wobei die entstehenden Produkte durch die verwendeten Primer definierte Enden besitzen.
Das Prinzip der PCR ist die enzymatische Vervielfaltigung eines DNA-Abschnitts zwischen
zwei Nukleotidsequenzen, an die je ein Desoxyoligonukleotidprimer binden kann.
Die Polymerase Kettenreaktion setzt sich prinzipiell aus drei Schritten zusammen:
1. Denaturierung der Doppelstrangmatrize zu zwei Einzelstrangen bei 95 °C
2. Anlagerung der Oligonukleotide an die komplementdre Matrizensequenz. Dieser
Schritt wird mit der fir die Oligonukleotide berechneten Anlagerungstemperagur (T
durchgefuhrt, die wiederum von der Nukleotidsequenz abhangt.
3. Extension der angelagerten Primer bei 72 °C. Die benétigte Zeit richtet sich nach der
Amplifikatlange. Dabei werden fir 500 bp/30 sec gerechnet.
Die Anlagerung der Oligonukleotide ist sowohl von der spezifischen Sequenz und damit von
der Anlagerungstemperatur, als auch von der vorhandenéfrkdgzentration abh&ngig.
Aus diesem Grund wurde darauf geachtet, dass gemeinsam verwendetete Oligonukleotide
eine ahnliche Anlagerungstemperatur besitzen. AufRerdem wurde eine vom Hersteller
empfohlene Standard-M§Konzentration gewahlt, bei der alle Primer mit der Matrize

hybridisieren.

91



Methoden

4.2.1.2.6 Punktgerichtete Mutagenese
Punktmutagenese wurde mit der ,Quickchange“ Methode von Stratagene nach dem

Herstellerprotokoll durchgefihrt.

4.2.1.3 Arbeiten mit Proteinen

4.2.1.3.1 Proteinextraktion aus Saugerzellen fur Western-Blot

Fur die Isolation von Proteinen wurden mindestens ¥ xZéllen fir 4 min bei 1200 rpm
sedimentiert und mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden in 20 pl 2 x Laemmli-Puffer (4%
SDS; 20% Glycerin; 250 mM Tris pH 6,8; 5% 3-Mercaptoethanol; 0,01% Bromphenolblau)
pro 10 Zellen lysiert und fir 10 min bei 95 °C aufgekocht. Falls erforderlich wurden die
Proben bei -20 °C gelagert.

4.2.1.3.2 Extraktion von Kernproteinen aus Saugerzellen flr Gelretardierung

Fur die Extraktion der Kernproteine aus 70Z/3-Zellen oder primaren und im Anschluss
kultivierten Ebf2-exprimierenden Zellen wurden 2 x ‘1d@ellen geerntet, gewaschen,
sedimentiert und in 0,2 ml in Puffer A (10 mM HEPES pH 7,9; 10 mM KCI; 0,1 mM EDTA;
0,1 mM EGTA; 1 mM DTT; 1 mM PMSF (eine Tablette Roche Complete/10 ml)) fir 15 min
auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden 12,5 ul NP40 zugesetzt, welches spezifisch die
Zellmembranen aufbricht, jedoch die Kernmembran nicht beeinflusst. Die Proben wurden
dann bei 4°C fur 5 Minuten bei hochster Geschwindigkeit geschittelt (Vortexer) und
anschlielend die Zellkerne durch 10-minutiges Zentrifugieren bei 15000 rpm und 4°C
sedimentiert und nochmals mit 1,5 ml Puffer A gewaschen. Die Zellkerne wurden dann in 40
pl Puffer C (20 mM HEPES pH 7,9; 0,4 M NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA; 1 mM DTT
(frisch zugesetzt); 1 mM Proteinaseinhibitoren (frisch zugesetzt)) aufgenommen.
Anschlie3end wurden sie wieder bei 4 °C fur 30 Minuten geschiittelt (Vortexer) und abermals
bei 15000 rpm und 4 °C fur 10 Min. zentrifugiert. Der Uberstand, der die Kernproteine
enthielt, wurde dann aliquotiert, und nachdem die Proteinkonzentration bestimmt worden war,

in flissigem Stickstoff eingefroren oder fir die Bindereaktionen eingesetzt.
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4.2.1.3.3 Invitro Translation von Proteinen
In vitro translatierte Proteine fur Gelretradierungsanalysen wurden mit Hilfe von
Reticulocytenlysaten hergestellt. Hierfur wurde nach dem Protokoll von ,TnT-gekoppelten

Reticulocyten Lysat-Systemen*“ von Promega vorgegangen.

4.2.1.3.4 Proteinextraktion von Saugerzellen fir Luziferase-Reporter-Assays

24 bis 48 h nach Kotransfektion der Zellen mit einem Luziferase-Reporter Konstrukt vor das
der zu untersuchende Promotor kloniert wurde, einem Uberexpressionsvektor fiir das zu
untersuchende Protein und eind$vGalaktosidaseReporter, der zur Standardisierung des
Tests dient, wurden die Zellen geerntet, mit PBS gewaschen und sedimentiert. Entsprechend
der SedimentgréRe wurden die Zellen in 50 — 100 pl 1 x Luziferase-Extraktionspuffer (10%
Glycerin; 1% Triton X-100; 2 mM EDTA; 25 mM Tris/HCI pH 7,8; 2mM DTT)
aufgenommen und 10 min auf Eis lysiert. Das Lysat wurde 15 min bei 4 °C und 15300 rpm
zentrifugiert und der Uberstand in ein gekiihltes Reaktionsgefal? tberfiihrt, in fliissigem

Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

4.2.1.3.5 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Erstellen der Eichkurve:

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration von Zellextrakten wurde zuerst eine Eichkurve
erstellt. Dazu wurde BSA in den Konzentrationen 0, 1, 2, 4, 6, 8 und 10 pug Protein/ml
verwendet. Die Proteinlésung wurde mit dem zur Lyse der Zellen verwendeten Puffer auf 100
pl gebracht, dies mit 1 ml Bradfordreagenz (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) welches 1:4 mit
Wasser verdunnt war, versetzt und 5-30 Minuten bei RT inkubiert. Nach der Inkubation
wurde die OD bei 595 nm photometrisch bestimmt. Auf Grund dieser Daten wurde eine
Eichkurve erstellt und darauf beruhend bei der Probenmessung die Proteinkonzentration der

Probe bestimmt.

Probenbehandlung:

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration eines Zellextraktes wurden 5 pl der Probe

verwendet. Diese wurden mit dem verwendeten Lysispuffer 1:10 verdinnt und davon 10 bzw.

2 pl zur Konzentrationsbestimmung eingesetzt. Die beiden Aliquots wurden mit Lysispuffer

auf ein Volumen von 100 pl gebracht und mit 1000 ul 1:4 verdinntem Bradfordreagenz
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versetzt, die gleiche Zeit als die Proben der Eichkurve inkubiert und anschliel3end die OD bei
595 nm gemessen. Die vom Photometer ermittelte Konzentration wurde mit dem
entsprechenden Verdiunnungsfaktor multipliziert, um die tatséchliche Konzentration zu

erhalten.

4.2.1.3.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Proteinen nach Lammli

Zur Auftrennung von Proteinen aus Zellextrakten wurde die diskontinuierliche SDS
Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Lammli (Lammli, 1970) verwendet. Durch das
Aufkochen der Proben in Laemmli-Puffer wurden die enthaltenen Proteine denaturiert und die
erneute Faltung durch das Detergenz SDS verhindert, welches die Eigenladung der Proteine
Uberlagert, so dass alle Proteine negativ geladen sind. Die Disulfidbriicken zwischen den
Polypeptidketten wurden durch 3-Mercaptoethanol reduziert.

Das Acrylamidgel bestand aus einem Sammelgel (250 mM Tris/HCI, pH 6,8; 0,1% SDS; 5%
Acrylamid/Bisacrylamid), das der Fokussierung der geladenen Proteine dient und einem
Trenngel (375 mM Tris/HCI pH 8,8; 0,1% SDS; 10 - 15% Acrylamid/Bisacrylamid), das die
Auftrennung der Proteine nach ihrer molekularen Masse ermdglicht. Die vorbereiteten Proben
wurden auf das mit 1x Laufpuffer (25 mM Tris; 1% SDS; 192 mM Glycin) Uberschichtete
Gel aufgetragen. Fur den Grolienvergleich wurde ein Proteinstandard mitgefthrt. Die

Elektrophorese wurde in einer Bio-Rad Vorrichtung bei 100 V durchgefinhrt.

4.2.1.3.7 Transfer elektrophoretisch aufgetrennter Proteine auf

Nitrozellululose (Western-Blot nach Towbin et al., 1979)

Der Transfer der im SDS-PAA-Gel aufgetrennten Proteine auf eine proteinbindende
Nitrozellulosemembran erfolgte nach der ,semi-dry* Methode in einer Trans-Blot SD
Transferkammer von BioRad bei 10V, 300 mA fur 1h. Vor dem Blotvorgang wurde die
Nitrozellulosemembran (Hybond-P, Amersham) mit Blotting-Puffer (20% Ethanol; 80% 1 x
SDS-Laufpuffer) angefeuchtet. Nach dem Blotten wurde die Membran mit Ponceau S (2 %
Ponceau S, 30 % Trichloressigsaure, 30 % Sulfosalicylsaure) gefarbt, um den Transfer der
Proteine zu Uberprifen. Vor der Inkubation des ersten Antikorpers wurden die Membranen

mit transferierten Proteinen 1 h in PBS mit 5% Magermilch blockiert.
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4.2.1.3.8 Immundetektion von Proteinen

Proteine kbnnen mit spezifischen Antikorpern auf der Western-Blot-Membran nachgewiesen
werden. Der Proteinnachweis erfolgt Uber zwei Antikdrper. Der Erstantikorper bindet
spezifisch das gesuchte Protein und mit Hilfe des Zweitantikorpers, der den Erstantikorper
spezifisch bindet, wird das Protein mittels einer Chemolumineszenzreaktion sichtbar gemacht.
Der Zweitantikorper ist an die Meerrettich (horseradish)-Peroxidase (HRP) gekoppelt, die die
Oxidation des zyklischen Diacylhydrazides Luminol katalysiert. Das oxidierte Luminol
emittiert Licht, welches durch die Exposition eines lichtsensitiven Filmes (Hyperfiim ECL,
Amersham) nachgewiesen werden kann. Die Chemolumineszenz wird verstarkt, indem die
Oxidation von Luminol durch HRP in Anwesenheit eines chemischen Verstéarkers wie Phenol
durchgefuhrt wird.

Die Membran wurde mit dem Erstantikorper, der in einer 5%-Milchpulver-Lésung verdinnt
wurde, Uber Nacht inkubiert. Die Membran wurde anschlie3end dreimal fir 10 Minuten mit
PBS gewaschen und dann mit dem Zweitantikbrper, der in einer 5 % Milchpulver-PBS-
Losung verdunnt wurde, fir 1 bis 3 Stunden bei RT inkubiert. Danach wurde die Membran
wieder dreimal fir 10 Minuten in PBS gewaschen. AnschlieRend wurde mit dem ECL-
Detektionsreagenz (Amersham) die Chemolumineszenz-Reaktion angeregt. Die Membran
wurde auf einen Film aufgelegt und der Film anschliel3end in einer Entwicklungsmaschine

entwickelt. Die fur die Immundetektion verwendeten Antikdrper sind weiter oben aufgelistet.

4.2.1.4  lllumina Oligonukleotid-Micro-Arrays

Die Verwendung von ,Oligonukleotid Micro-Arrays” (MouseWG-6 v2.0 Expression
BeadChip, Illumnina) ermdglicht die gleichzeitige Analyse der Expression tausender
Transkripte. Hierzu werden Biotin-markierte cRNAs mit einem Genchip hybridisiert, der aus
einem Glassubstrat besteht und auf dem jedes einzelne Gen durch ein oder mehrere Proben-
Sets reprasentiert wird. Jedes Proben-Set besteht aus durchschnittlich 30 Probenpaaren. Die
Intensitaten jedes einzelnen Probenpaares werden dazu verwendet, eine qualitative und
guantitative Expressionsmessung durchzufiihren. Werden die Expressionsdaten mit denen
eines Kontrollchips verglichen, so kann eine Aussage Uber die relative Abundanz eines
Transkripts gemacht werden. Die Oligonukleotid-Proben werden auf der Basis von Standard-
Hybridisierungskriterien ausgewahlt, wobei jedoch 3 -Bereiche eines Gens bevorzugt werden,
da diese wahrend der cDNA-Synthese zuverlassiger synthetisiert werden. Die Probenpaare

eines Proben-Sets sind aus statistischen Griinden Gber den gesamten Chip verteilt.

95



Methoden

4215 Zellkultur

4.2.1.5.1 Allgemeine Zellkultur Techniken

Die beschriebenen Methoden halten sich an leicht abgewandelte Protokolle von Torres und
Kihn (1997) sowie Pasparakis und Kollias (1995). Alle Zellkulturarbeiten wurden unter einer
Umluft-Sterilbank (Heraeus, Dusseldorf) und unter Verwendung steriler Pipetten sowie
Losungen durchgefiihrt. Falls nicht anders beschrieben, wurden die Zellen bei
Zentrifugationsschritten bei 1200 rpm flr 6 Minuten zentrifugiert. Fur die Waschschritte
wurde steriles PBEGibco) verwendet. Die Zellen wurden im Brutschrank (Binder) bei 37 °C
mit 5 % CQ und 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die verschiedenen Zelltypen wurden in an
diese Zellen angepassten Medien Kkultiviert. Das Medium wurde bei embryonalen
Stammzellen (ES-Zellen) jeden Tag gewechselt, bei embryonalen Fibroblastenzellen (EF-
Zellen) jeden zweiten Tag. Um bei adharenten Zellen eine gute Festsetzung zu gewéhrleisten,
wurden die Zellkulturplatten teilweise mit Gelatine beschichtet. Dazu wurden die Platten 15

Minuten mit einer Gelatineldsung inkubiert (2 % Gelatine in PBS).

ES-Zell-Medium

500 ml DMEM (Dulbeccos Mod Eagle Medium Gibco BRL Paisley)
75 ml (12 %) FCS (PAA, ES-Zell getestet)

12 ml (2 %) HEPES (1M) (Invitrogen)

6 ml (1 %) Sodium Pyruvat (100x), (Gibco BRL Paisley)

9ml (1,5 %) Glutamin (100x), (Gibco BRL Paisley, Schottland)

6 ml (1 %) Nicht essentielle Aminosauren (100x), (Gibco BRL Paisley, Schottland)
1.2ml 2B-Mercaptoethanol (50 mM)

90 pl LIF (Leukamie inhibierender Faktor)

EF-Zell-Medium

10 % FCS (Fotales Kalberserum) (PAA)

1% Glutamin (100x), (Gibco BRL Paisley, Schottland)

89 % DMEM (Dulbecos Modified Eagel Medium mit Glutamax, Gibco)
Ba/F3- Medium

10 % FCS (Fotales Kalberserum) (PAA)

10 % WEHI-Uberstand (11-3)

1% Glutamin (100x), (Gibco BRL Paisley)

1% Penicillin/Streptavidin (10000 Units/ml / 10000p.g/ml, Gibco)

78 % RPMI 1640 (Gibco)
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WEHI-3B-Medium

10 % FCS (PAA)
90 % RPMI 1640 (Gibco)

Medium fur adhéarente Zellen (293T, GP+E86, AFT024, 2018, etc.)

10% FCS (PAA)

1% Glutamin (100x), (Gibco BRL Paisley, Schottland)

1% Penicillin/Streptavidin (10000 Units/ml / 10000ug/ml, Gibco)

88 % DMEM (Dulbecos Modified Eagel Medium mit Glutamax, Gibco)

Medium fur Zellen in Suspension (70Z/3)

10 % FCS (PAA)

1% Glutamin (100x), (Gibco BRL Paisley, Schottland)

1% Penicillin/Streptavidin (10000 Units/ml / 10000p.g/ml, Gibco)
88 % RPMI 1640 (Gibco)

Medium fur osteoblastare Zellen (MC3T3, CH3T10 1/2) und primére Osteoblasten

10 % FCS (PAA)

1% Glutamin (100x), (Gibco BRL Paisley, Schottland)

1% Penicillin/Streptavidin (10000 Units/ml / 10000p.g/ml, Gibco)
88 % MEMalpha (Gibco)

4.2.1.5.2 Bestimmung der Zelldichte

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden adherente Zellen trypsiniert und in Suspension
gebracht, 50 ul der Zellsuspension wurden in 10 ml CASYTON verdinnt und im CASY TTC
(Innovatis) gemessen. Das Gerat errechnet anhand der editierten Parameter nach der Zahlung
die Zellzahl pro ml der Ausgangssuspension. Es wurden je 3 Zahlungen durchgefihrt und der

Mittelwert der Einzelergebnisse als Zellzahl pro ml verwendet.

4.2.1.5.3 Ablosen von adharenten Zellen

Adhéarente Zellen wurden zum Passagieren, Ernten oder Transfizieren durch kurzzeitige
Behandlung mit dem proteolytischen Enzym Trypsin (Gibco) in Suspension gebracht. Dazu
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und anschlielRend mit 37 °C warmem 1x Trypsin 4 - 8
Minuten inkubiert. Bei der Trypsinbehandlung von ES-Zellen wurde dem Trypsin noch 2 %
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Huhnerserum zugesetzt, um die Reaktion weniger aggressiv zu machen. Die Enzymreaktion
wurde danach mit dem zweifachen Volumen Zellkulturmedium gestoppt, die Zellen wurden

anschlie3end zentrifugiert und je nach Verwendungszweck in Medium aufgenommen.

4.2.1.5.4 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Adhérente Zellen wurden zwei bis vier Stunden, Suspensionszellen einen Tag vor dem
Einfrieren mit frischem Medium gefuttert. Zum Einfrieren wurden sie in Einzelzellsuspension
gebracht, zentrifugiert und in kaltem Einfriermedium (90 % FCS; 10 % DMSO)
resuspendiert. Die Zellen wurden anschlieBend in Einfrier-Réhrchen (Nunc) zunéchst bei
—80 °C eingefroren und nach zwei Tagen in flissigen Stickstoff (-196 °C) tberfuhrt. Um ein
zu schnelles Einfrieren zu verhindern, wurden die Réhrchen in mit Isopropanol geflllte
Behalter gestellt. Zum Einfrieren der Zellen in 96-Loch-Platten wurden diese ebenfalls
trypsiniert, durch mehrfaches Pipettieren in Einzelzellsuspension gebracht und die Reaktion
durch 2fach konzentriertes Einfriermedium (80 % FCS; 20 % DMSO) abgestoppt.
AnschlieRend wurde die Zellsuspension mit Mineralol Uberschichtet und die Platten mit
Parafilm versiegelt. Danach wurden die Platten mit Zellstoff umwickelt und bei -80 °C
eingefroren. So eingefrorene Zellen wurden spatestens nach zwei Monaten erneut kultiviert,
da die Lebensdauer der Zellen bei —80 °C begrenzt ist.

Beim Auftauen wurden die Zellen durch Zugabe von Medium schnell auf 37 °C erwéarmt und
im 10fachen Volumen Medium aufgenommen. Anschlieend wurden die Zellen, um das

DMSO zu entfernen, zentrifugiert und in neuem Medium aufgenommen.

4.2.1.5.5 Kultivierung von embryonalen Fibroblastenzellen

Um zu verhindern, dass die ES-Zellen wéhrend der Kultivierung ihre Pluripotenz durch
Differenzierung verlieren, wurden sie unter Zugabe von LIF (Leuk&amie inhibierender Faktor)
auf einer Zellschicht von mitotisch inaktivierten EF-Zellen gehalten. Diese ,feeder“-Zellen
wurden etwa alle 3 - 4 Tage expandiert. Nur EF-Zellen, die maximal dreimal expandiert

worden waren, wurden fur die Kultivierung von ES Zellen verwendet.

4.2.1.5.6 Mitotische Inaktivierung von EF-Zellen

EF-Zellen missen, bevor man sie zur Kultivierung von ES-Zellen verwenden kann, mitotisch
inaktiviert werden. Diese Inaktivierung erfolgt mit Hilfe des aus dem 8iteptomyces
caespitosustammenden Zellgiftes Mitomycin C (Sigma-Aldrich). Da es die beiden DNA-
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Strange durch alkylierende Reaktionen kovalent quervernetzt, verhindert es weitere
Zellteilungen. Die Zellen wurden zunachst einmal mit PBS gewaschen und anschlie3end mit
Mitomycin C-haltigem (10 pg/ml) EF-Medium 2 - 4 Stunden im Brutschrank inkubiert.
Danach wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Um die Zellen in geeigneter Dichte
ausplattieren zu kdnnen, wurden die Zellen mit Trypsin behandelt und ihre Anzahl mit Hilfe

einer Zahlkammer (Neubauer) bestimmit.

4.2.1.5.7 Kultivierung von embryonalen Stammzellen

Da die ES-Zellen fur die Generierung transgener Mause genutzt wurden, musste bei der
Kultivierung in besonderem Mal3e darauf geachtet werden, dass sie nicht differenzierten.
Daher wurden die Zellen auf EF-Zellen gezichtet und zusétzlich dem Medium LIF

zugegeben, was einer Differenzierung entgegenwirkt (Smith 1988, Williams 1988).

4.2.1.5.8 Generierung stabiler ES-Zell-Klone

4.2.1.5.8.1 Transfektion

Je Transfektion wurden ca. 0,7 x'1BS-Zellen eingesetzt, die vorher einmal mit PBS
gewaschen wurden und anschlieend in 700 pl Transfektionspuffer (RPMI 1640 w/o
Phenolred, PAA) aufgenommen wurden. AnschlieBend wurden 20 pg des linearisierten und
Uber eine Phenol Chlorophorm Extraktion gereinigten Targeting-Vektors, der in 100 pl
Transfektionspuffer aufgenommen war, zugesetzt. Danach wurde die DNA-Zellsuspension in
eine Elektroporationskiivette (Biorad, Gene Pulser Kivette, 0,4 cm Elektrode; Biorad,
Hercules, USA) dberfihrt und fir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Elektroporation erfolgte in einem Elektroporator (Biorad, Hercules, USA) bei 230 mV und
500 pF. Nach der Elektroporation wurden die Zellen nochmals fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und dann auf einer EF-Zell-beschichteten 10 cm Platte ausplattiert.
Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz wurden 1 x31Bellen vor und nach der
Transfektion dem Ansatz entnommen und auf zwei 5 cm Platten kultiviert. Diese Zellen
wurden in normalem ES-Zellmedium kultiviert, bis die auf ihnen wachsenden Kolonien gut
zu erkennen waren. Sechs Tage nach der Transfektion wurden die Kolonien gezahlt und so
der Anteil der bei der Transfektion gestorbenen Zellen bestimmt.
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4.2.1.5.8.2 Selektion

Die erfolgreich transfizierten Zellen wurden Uber die Zugabe von G418-Sulfat selektioniert,
da der Vektor ein Neomycinresistenzgen enthielt. 48 Stunden nach der Transfektion wurde
mit der Selektion begonnen.

Selektionsmedium: ES-Medium mit 0,170 mg/ml aktivem Geneticin (Gibco)

4.2.1.5.8.3 Vereinzeln und Expandieren von ES-Zell-Kolonien

Sieben bis zehn Tage nach der Transfektion waren auf den mit G418 behandelten Platten fast
ausschlief3lich Kolonien mit G418-resistenten Zellen zu sehen. Zum Vereinzeln der Klone
wurden die Platten zweimal mit PBS gewaschen und anschlieBend mit 10 ml PBS
Uberschichtet. Mit Hilfe einer Pipette (p-200) wurde dann unter einem Stereomikroskop
(Nikon, Tokio, Japan) in einer Gegenstrom-Sterilbank einzelne Kolonien in 25 pul PBS
aufgenommen. Die Kolonien wurden jeweils in ein Loch einer 96-Loch-Platte (Rundboden)
transferiert, danach wurden 50 pl Trypsin hinzugegeben. Nach einer kurzen Inkubation bei
37 °C wurden sie durch Pipettieren in Einzelzellsuspension gebracht und die Trypsinreaktion
mit 100 ul Medium gestoppt. AnschlieRend wurden die Klone auf eine mit EF-Zellen
beschichtete 96-Loch-Platte ausplattiert. Nach etwa drei Tagen wurden die Zellen trypsiniert
und auf 3 EF-Zell-beschichteten Platten verteilt. Nach weiteren drei Tagen, als in 50 % der
Locher die Zellen eine optimale Dichte erreicht hatten, wurde eine der drei Platten
eingefroren. Vor dem Einfrieren wurde der Zustand der einzelnen Klone protokolliert. Die
zweite Platte wurde am darauf folgenden Tag eingefroren. Die dritte Platte wurde auf zwei
mit Gelatine behandelte 96-Loch-Platten aufgeteilt. Diese Zellen wurden spater verwendet um
DNA fur eine erste Analyse der Klone zu gewinnen.

4.2.1.5.9 Transiente Transfektion von eukaryotischen Zellen

4.2.1.5.9.1 Transfektion von 293T-Zellen mittels Polyethylenimin

Am Tag vor der Transfektion wurden die Zellen definiert ausplattiert (2 yrH06-well, 7 x

10° pro 10 cm Schale). Unmittelbar vor der Transfektion wurde das alte Medium abgesaugt.
Pro 10 cm Schale wurden 3 ml OptiMEM (Gibco) oder DMEM mit 1 % FCS zugegeben und
die Zellen wieder bei 37 °C inkubiert. Wahrendessen wurden 6 pg der zu transfizierenden
DNA in 300 pl OptiMEM und 12 ul PEI (Polyethylenimin; Sigma-Aldrich) (1 mg/ml) in
ebenfalls 300 pl OptiIMEM geldst. Diese Mixe wurden gut gemischt und 20 min bei RT
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inkubiert. Danach wurde die Mischung tropfenweise auf die Zellen pipettiert. Nach 4-
stindiger Inkubation im Brutschrank wurde das Transfektionsmedium durch normales

Medium ersetzt. Die Ernte der transfizierten Zellen erfolgte nach 24 — 48 h.

4.2.1.5.9.2 Transfektion von adharenten Zellen mit Lipofectamin

Am Tag vor der Transfektion wurden die Zellen definiert ausplattiert (3°»ptd 6-well).
Unmittelbar vor der Transfektion wurde das alte Medium abgesaugt. Pro 6-well wurden 2 ml
OptiMEM (Gibco) zugegeben. Es wurden 4 pg der zu transfizierenden DNA in 250 pl
OptiMEM und 10 pl ,Lipofectamine 2000* (Invitrogen) in weiteren 250 pl OptiMEM geldst.
Diese Mixe wurden gut gemischt und 20 min bei RT inkubiert. Danach wurde die Mischung
tropfenweise auf die Zellen pipettiert. Am nachsten Tag wurde das Transfektionsmedium

durch normales Medium ersetzt. Die Ernte der transfizierten Zellen erfolgte nach 24 — 48 h.

4.2.1.5.9.3 Transfektion von Ba/F3- Zellen
Ba/F3-Zellen wurden gemal3 des Herstellerprotokolls mit den ,cell line V Nucleofector Kit"-

Reagenzien von Amaxa transfiziert.

4.2.1.5.9.4 Transiente Transfektion von ES-Zellen mit dem Plasmid pGK-cre

Die transiente Transfektion wurde genutzt, um in den ES-Zglleriro eine cre-vermittelte
Deletion durchzufiihren. Je Transfektion wurden 1 %Zdlen mit 25 pg Plasmids pGK-cre-
bpA in 800 pl Transfektionsmedium (RPMI 1640 w/o Phenolred, Gibco, Paisley, Schottland)
gel6st und bei 230 mV und 500 pF elektroporiert. Von den transfizierten Zellen wurden je

1 x 10 Zellen auf zwei 10 cm Platten ausplattiert. Nach 48 Stunden wurden die Zellen mit
Trypsin behandelt und mittels DurchfluRzytometrie auf die Expression von GFP (grin

fluoreszierendes Protein) untersucht.

4.2.1.5.10 Isolation und Kultur priméarer Ebf2-exprimierender Osteoblasten

aus E18,5 Mausembryonen
Zur Gewinnung priméareEbf2-exprimierender Osteoblasten wurden Mausembryonen am Tag
E 18,5 aus dem Muttertier prapariert. Die Hinterbeine der Embryonen wurden isoliert und die
Haut entfernt. Nachfolgend wurde jedes Beinpaar in 5 ml DMEM mit 0,1 % Collagenase, 0,2
% Dispase inkubiert, um das knochenumgebende Gewebe zu verdauen. Nach 20 min wurde

der Uberstand verworfen und die Reaktion mit 2,5 ml DMEM mit 0,1 % Collagenase, 0,2 %
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Dispase wiederholt. Alle Inkubationsschritte fanden bei 37 °C, Uberkopf-rotierend statt. Die
so freigelegten Hinterbeinknochen wurden nun mit PBS gewaschen, sodass kein umliegendes
Gewebe am Knochen bleibt, halbiert und in ein neues Reaktionsgefal3 Uberfiihrt. Die
halbierten Knochen wurden nun in je 2,5 ml DMEM mit 0,1 % Collagenase, 0,2 % Dispase
in drei nacheinander folgenden Schritten von je 30 min bei 37 °C rotierend inkubiert. Die
Uberstande der 3 Fraktionen wurden auf Eis gesammelt, die Zellen sedimentiert, in 500 pl
PBS aufgenommen und diebf2-Gfp exprimierenden Zellen mittels Durchflul3zytometrie

sortiert.

4.2.1.5.11 Isolation von Knochenmarkszellen und haematopoietischen
Stammzellen aus der Maus
Von 3 — 6 Wochen alten C57BI6 Wildtyp M&usen wurden die Hinterbeine prapariert. Durch
das Brechen des Knie- bzw. Ful3gelenks in die entgegengesetzte Richtung konnten Femur und
Tibia freigelegt werden. Zum Spulen der Knochen mit 10 ml PBS wurde eine Spritze mit
einer 26G5/8 Kanile (BD Microlance) verwendet. Das aus dem Knochen gespllte
Knochenmark wurde ebenfalls mit Hilfe einer Kantile resuspendiert und zur Herstellung einer
Einzelzellsuspension durch ein 100pum Zellsieb (BD Falcon) in ein frisches Gefal3 Gberfuhrt.
Zur Sortierung von haematopoietischen Stammzellen aus der Knochenmark-Zellsuspension,
wurde im Casy Counter die Zellzahl ermittelt. 1,5 X Zellen wurden in 250 pl PBS
aufgenommen, 20 min bei RT mit 1ul Ratte anti-Maus CD16/CD32 (Fc Block, BD
Biosciences) inkubiert, um unspezifische Bindungsreaktionen zu verhindern und mit

folgenden Antikorpern gefarbt:

CD4-GFP (FITC Rat Anti; BD Biosciences 1:1500
Mouse CD4)

CD8-GFP (FITC Rat Anti; BD Biosciences 1:1500
Mouse CD8a)

B220-GFP (FITC Rat Anti; BD Biosciences 1:1500
Mouse CD45R/B220)

Grl1-GFP (FITC Rat Anti; BD Biosciences 1:1500
Mouse Ly-6G and LY-6C)

Macl-GFP (FITC Rat Anti; BD Biosciences 1:1500
Mouse CD11b)

Terl19-GFP (FITC Rat Anti- BD Biosciences 1:1500
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Mouse TER-119/Erythroid

Cells)

Scal-PE (R-PhycperythrinBD Biosciences 1:1500
Rat Anti-Mouse Ly-6A/E)

cKit-APC (Allophycocyanin| eBioscience, NatuTec 1:1500

Anti-Mouse CD117)

4.2.1.5.12 Durchflusszytometrie

Fur die Analyse Uber Durchflusszytometrie missen die Zellen als Einzelzellen vorliegen. Die
Zellen wurden zuerst 20 min in PBS mit einem Fc-Block Antikorper (Ratte Anti-Maus
CD16/CD32, BD Biosciences) inkubiert um mdogliche unspezifische Bindungen der
Antikérper zu vermeiden. Anschliel3end wurden sie mit einer Kombination von FITC-, PE-
und APC-konjugierten monoklonalen Antikérpern gefarbt, die in PBS verdinnt waren. Es
wurden jeweils 1 x 10Zellen fir 20 Minuten gefarbt und dann nochmals in PBS gewaschen.
Anschliel3end wurden die Zellen in PBS fir die Analyse aufgenommen. Um tote Zellen zu
farben, wurde Propidium-lodid (Applichem) zugegeben.

Alle Analysen wurden mit einem FACSCaliB¥r(BD-Biosciences) durchgefiihrt und die
Resultate mit der CELLQuestPb Software ausgewertet. Es wurden je Farbung 3% 10
lebendige Zellen aufgenommen. Zusatzlich wurden auch noch die Propidium-lodid positiven
und somit toten Zellen aus dieser Population ausgeschlossen.

4.2.1.5.13 Herstellung von Retroviren und retrovirale Infektion muriner
Zelllinien und primérer Zellen aus der Maus
Zur Generation von Zellen, die die Fahigkeit besitzen retrovirale Viren herzustellen
(GP+E86), wurden HEK293T Zellen mit der oben beschriebenen Methode mit PEI
transfiziert. In die Zellen wurde ein MSCV-Vektangrine stem cell virgsmit dem Gen von
Interesse, gefolgt von einer IRES-GFP Kassette (Internal Ribosomal Entry Site - Green
Fluorescent Protein), und ein Helfer-Plasmid, das die fir die Viruspartikelbildung und —
replikation erforderlichen Gene (gag, pol, env) enthélt, eingebracht. 48 Stunden nach der
Transfektion wurde der Viruspartikel-enhaltende Zellkulturiiberstand der HEK293T Zellen
durch einen Spritzenfilter steril filtriert (0,22 pm Millex GP Filter, Millipore) und auf die zu

20 % konfluent wachsende Virus-verpackende Zelllinie GP+E86 pipettiert. Dieser Schritt
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wurde 4 — 6 mal alle 8 — 12 Stunden wiederholt. Um die Infekionseffizienz zu erhdhen wurde
Polybren (finale Konzentration 6 pg/ml; Hexadimethin Bromid, 95 %; Sigma-Aldrich)
zugegeben.

Zur Erhdéhung des Virustiters wurden die GFP-positiven Zellen der retrovirus-verpackende
Zelllinie GP+E86 nach der 3tagigen Infektion mittels Durchflusszytometrie zweimal sortiert.
Die so produzierte Zelllinie hat nun das Gen von Interesse genomisch integriert. Durch das
Vorhandensein der viralen Gene gag, pol und env in Genom der Packaging-Zelllinie, wird
nun stabil Virus im Kulturiberstand produziert. Dieser Virus-enthaltende Zellkulturiberstand
kann zur Infektion von murinen Zelllinien (in dieser Arbeit: AFT024 und 2018) und priméaren
murinen Zellen Ebf2-Gfp exprimierende Zellen) verwendet werden. Hierfur wurde wieder,
wie oben beschrieben, der Zellkulturiberstand 4 — 6 mal alle 8 — 12 Stunden auf die zu
infizierenden Zellen gegeben. Nach der Infektion wurden die Zellen ebenfall mittels

Durchflusszytometrie sortiert.

4.2.1.5.14 Kokultur von primaren Osteoblasten und haematopoietischen
Stammzellen aus der Maus

Retroviral infizierte murine Zellen (AFT024, 2018, primar&bf2-exprimierende
Osteoblasten) wurden in 24-Loch-Platten in einer Zahl von 2*xpfd® Loch ausplattiert.

Am darauf folgenden Tag wurden nach der oben beschriebenen Methode aus der Maus
praparierte und mittels Durchflusszytometrie sortierte haematopoietische Stammzellen auf die
ausplattierten Zellen pipettiert. Pro Loch wurden 250 — 500 Stammzellen eingesetzt. Dem
verwendeten Medium (RPMI 1640, 10% FCS, 1% Glutamin, 1% Pen/Strep) wurde 1I-3, 1I-6
und SCF (R & D Systems) in einer 1:2000 Verdiinnung zugesetzt. Alle 2-3 Tage erfolgte ein
Medienwechsel. Nach 10 — 14 Tagen konnten die Kokulturen ausgewertet werden. Hierbei

wurden die ,,cobblestone forming areas” pro Loch unter dem Mikroskop ausgezahlt.

4.2.1.6 Deregulation von Proteinen mittels miRNA

Um Proteine einzeln als auch gleichzeitig herunter zu regulieren, wurden mit Hilfe der
Internet Seite: https://rnaidesigner.classic.invitrogen.com/rnaiexpress/index.jsp (Invitrogen)
MiRNAs gegen die RNA-Sequenzen von Interesse gesucht. Unter Verwendung des ,BLOCK-
iT Polll miR RNAI Expression Vector Kits* (Invitrogen) wurden mehrere spezifische
MiRNAs pro Gen kloniert. Um die Funktionalitat der Konstrukte zu testen, wurde das
herunter zu regulierende Protein in HEK293T Zellen mit einem FLAG-Tag Uberexprimiert.
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Gleichzeitig wurden die entsprechenden miRNA Konstrukte gegen ein oder mehrere Proteine
exprimiert. Die Deregulation der Proteine wurde im Western-Blot mittels eines anti-FLAG
Antikdrpers nachgewiesen. Um Proteine auch in priméaren Zellen deregulieren zu kénnen,
wurden die auf Funktionalitat getesteten miRNA Sequenzen in den retroviralen MSCV-
Expressionsvektor subkloniert. Spéater wurden diese Sequenzen ebenfalls fur ein Gentargeting

in murinen embryonalen Stammzellen verwendet.

4.2.1.7 Gelretardierung

4.2.1.7.1 Anlagerung des Oligonukleotids

Equimolare Menge der beiden Einzelstrange wurden in Annealing Puffer (10mM Tris/HCI
pH 7,4; 10mM MgC); 50mM NaCl) gemischt und bei 95 °C fir 10 min gekocht. Zur
Anlagerung der Oligonukleotide wurde der Heizblock ausgeschaltet und mit den Proben auf

RT abkihlen gelassen.

4.2.1.7.2 Radioaktive Markierung eines Oligonukleotids fir EMSA-Analysen

Das doppelstrangige Oligonukleotid wurde zunachst in einer Reaktion mit Hilfe von ,Klenow
Fragment* (Roche) mit *P-alpha-dCTP radioaktiv markiert. Der Ansatz der
Markierungsreaktion war wie folgt: 2 pl Oligo (25 ng/ul), 2 pl Klenow Fragment (2U/ul), 2
ul 10 x NEB2 Puffer, 5 pl alpha-CTP, 2 pl dATP, dGTP, dTTP (500 puM), 0. Ber
Ansatz wurde fir 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde das spezifische
Oligonukleotid mit Hilfe einer Sephadex G50 S&aule (Pharmacia) gereinigt und der Grad der
Markierung im Szintillationszahler (Bioscan) gemessen. Die Markierung des , kalten
Oligonukleotids* wurde folgendermaf3en durchgefuhrt: 1 pl Oligo (250 ng/ul), 2 pul Klenow
Fragment (2U/ul), 2 ul 10 x NEB2 Puffer, 2 ul dNTPs, 13 pOH

4.2.1.7.3 Bindereaktion von Proteinen an eine radioaktiv markierte Probe

Die Proteinkonzentration der Kernextrakte wurde bestimmt. Von den mit
Reticulocytenlysatem vitro translatierten Proteinen wurden 5 pl eingesetzt. Der Ansatz der
Bindereaktion war wie folgt: 5 pul (3-4 pug) Protein; 5 pl 4x Bindepuffer (10 mM Hepes pH
7,9; 70 mM KCI; 1 mM DTT; 4 % Glycerin; 1 mM EDTA; 2,5 mM Mgl 2 ul poly didC
(Img/ml); 2 ul BSA (Img/ml); Diese Komponenten wurden 5 min bei RT inkubiert. Danach

folgte die Zugabe von 4 ul und 2 pl radioaktivem Oligonukleotid. Die Anséatze wurden
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fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlie3end auf ein nicht-denaturierendes

Gel geladen.

4.2.1.7.4 Gellauf

Die Proben wurden auf einem Polyacrylamidgel (4 % Acrylamid (Rotiphorese Gel 40, Roth),
0,5 x TBE; 0,1 % APS (Amoniumperoxydisulfat), 0,002 % TEMED (N,N,N,N-
Tetramethylethylendiamin)) im elektrischen Feld bei 130V aufgetrennt. Anschliel3end wurde
das Gel auf einem Whatmanpapier mit Hilfe eines Geltrockners (BioRad) unter Vakuum und

Warmeeinwirkung getrocknet (80 °C, 1 Std.)

4.2.1.8 Luziferase- und 3-Galaktosidase-Test

4.2.1.8.1 Luziferase-Messung

Von den, wie oben beschrieben, hergestellten Extrakten wurde je 2 x 10 pl in eine Luziferase-
Mikrotiter-Platte pipettiert und nach Zugabe von 50 pl Luziferase-Assaypuffer (20 mM
Tricin; 1,07 mM Magnesiumcarbonat Pentahydrat; 2,67 mM Mg®1 mM EDTA; 33,3

mM DTT; 270 uM Coenzym A (Roche); 470 uM Luciferin (Roche) 530 uM ATP (Roche)) in

einem Luminometer Plattenlesegerat ausgewertet.

4.2.1.8.2 [R-Galaktosidase-Messung

Wieder wurden von den Extrakten je 2 x 10 pl in eine weil3e Luziferase-Mikrotiter-Platte
pipettiert. Nach Zugabe von je 100 pl 3-Gal Assaypuffer (100 mM Na-P pH 8; 1 %
GalactonPlus/Serva (Topix); 1mM Mggwurde der Ansatz 15 - 20 min bei RT inkubiert.
Unter Zugabe von 50 pl R-Gal Verstarkungspuffer (0,2 M NaOH; 10 % Emerald Enhancer

(Topix)) erfolgte die Messung entsprechend dem Luziferase Test.
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Abkirzungen

Abb.
Amp.

AS

APS

bp

BSA
cDNA
ChiP

CIP
Cre-Protein
DMEM
DMSO
DNA
DNAse
dNTP
EBF
EDTA
EF-Zellen
EMSA
ES-Zellen
et al.
FACS
FCS

FRT

g

Xg
G418
HRP
HSC
lg

kb
kDa

I

LA
Lac Z
LB
LIF
loxP

MAPK
MSC
mg

Hg
pCi

Min.
mil

Abkirzungen

Abbildung
Ampicillin
Aminosaure(n)
Ammoniumpersulfat
Basenpaar (e)
Rinder-Serum Albumin (,bovine serum albumine®)
copy-DNA
Chromatin-Immunoprazipitation
Kalberdarm-Phosphatase (,calf intestine phosphatase*)
Protein Rekombinase des P1 Phagen (,Causes Recombination®)
Dulbeccos Modifikation des ,Eagle” Mediums
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonuclease
Desoxyribonukleotidtriphosphat
early B-cell factor
Ethylen-Diamin-tetra-Acetat
embryonale Fibroblastenzellen
electrophoretic mobility shift assay
embryonale Stammzellen
und andere (et alii*)
Fluoreszenz-assoziierte Durchfluss Zytometrie
fotales Kalberserum (,fetal calf serum®)
Erkennungssequenz der Rekombinase Flip
Gramm
x fache Erdbeschleunigung
Geneticin
Meerrettich Peroxidase
hematopoietic stem cell
Immunoglobulin
Kilobase
Kilodalton
Liter
langer Arm der Homologie (,long arm of homology*)
Gen der BGalactosidase
Luria Bertani
Leuk&mie inhibierender Faktor

Orte der Uberschneiung im Phagen P1 (,locus of crossover (x) of phage

P1%)

Wellenlange

molar
Mitogen-aktivierte-Proteinkinase
mesenchymal stem cell
Milligramm
Mikrogramm

Mikrocurie
Mikrofaraday

Minute

Milliliter
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ul Mikroliter

mM Millimol

MMC Mitomycin C

MRNA Boten RNA (,messengerRNA”)

msec Millisekunden

mV Millivolt

Neo Neomycin

ned-Gen Neomycinresistenz-Gen

NFkB KernfaktorkB (,nuclear factorkB”)

ng Nanogramm

nm Nanometer

oD optische Dichte

ORF offenen Leserahmen (,,open reading frame*)

PBS Phosphat-gepufferte Saline (,posphate buffered saline*)
PCR Polymerasekettenreaktion (,polymerase chain reaction®)
RNA Ribonukleinsaure

RNAse Ribonuclease

rpm Umdrehungen pro Minute (,rounds per minute*)
RT Raumtemperatur

SA kurzer Arm der Homologie (,short arm of homology*)
SDS Natriumdodecylsulfat (,sodium dodecyl sulphate®)
Sec. Sekunde

Tab. Tabelle

TdT terminale Desoxynukleotidyltransferase

TE Tris-EDTA

TV Targeting Vektor

U ,2units* Enzym Einheit

UN uber Nacht

uv ultraviolettes Licht

\% Volt

WT Wildtyp
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