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ZUSAMMENFASSUNG

Mit der intensiven Erforschung von Stammzelbati zukinftig die Moglichkeit eréffnet
werden durch Manipulation an Stammzellpopulationemlas regenerative Potential
des Organismuszu verstehen und zu nutzerDartber hinaus soll mittelgenetisch
modifizierter Stammzellpopulatinen die Grundlagen dafir geschaffen werdsthwe-
re Gen und Immundefeke zu therapieren Humane mesenchymaleéStammezellen
(hMSC) versprechen hierbei gro3es Potental sie bereits fisystemische Theragi
ansatzeeingesetzt werden.

Allerdings sind digheoretischen Grundlagen der Stammzelleigenstrafder hMSC
wie Proliferation, Invasion bzwMigration und die Dierenzierungskapazitatur rud-
mentar verstanden.

Aufbauend auf den Ergebnissen von Dr. Marisa Karow und Dr. Thomas Kbébeime
Beteiligung dedVnt/i -CateninSignalwegesin der Steuerung dieser Stammzellgige
schaften in ihren Arbieen nachweisen konntefKarow 2008Kolben et al. 201 sol-
ten in der vorliegenden Arbeit die Rezeption des spezifischen-Sigrals und die
dabei beteiligterFizzled(Fzd)Rezeptoren naher untersuchterden

Da ausden vorigenArbeiten schon hervorging, dass alle 10 -Razeptoren in den
hMSC exprimiert werden, sollte Uber eine qualitative PCR die Exprgssientieller
Whnt-Ligandensowie der beiden Inhibitoren des MfWeges sFRP1 und WIikEprift
werden. Dabeizeigte sichdass 8 der 19 Wnts sowie @t Inhibitor sFRP1 exprimiert
werden. Das WnExpressionsmuster der Krebszelllinie HT108@rschied sicldage-
gen nur in der Expression zweier Wnts, washrscheinlichauf den mesalermalen
Ursprung dieser Krebszelllim@rickzufuhrerist. Im Gegensatz hierzu zeigsech eine
umfangreichere WnExpression in demmortalisierten ZelllinilHEK293in der 13 der
19 Wntssowieauch diebeiden Inhibitoren sSFRP1 und WIR&chgeviesen wurden

Fir eine detailliertere Aufschlisselung der Beteiligung einzelner Fzds an der Rezeption
eines Wnt-Signals sowie an der basalen Aktivitat d&at/i -CateninSignalwegesn
hMSC wurde eiff CF/LEReporterVektorsystemn die hMSC eingebrachAls Repo
tergen kam die sekretierte Form einer Luciferase aus dem Tk&spbalopoden
Gaussia princepzum Einsatz. Vorteil dieser Luciferase ist, dass die Sekretion in den
Uberstand eie Evaluierungler Wnt/i -CateninAktivitat tiber die Zeit hinweg erlé,

ohne die Zellen zerstéren zu musséherbei wurden transientind stabiltransfizierte
TCF/LEET-cellspecific  transcription factor/lymphoid enhandeinding facto)-
ReporterhMSCgeneriert und die Zellkulturbedingungen fiir nachfolgende Expearime

te optimiert. Die Evaluierungunterschiedlicher Aktivatorendes Wnt/i -Catenin
Signdwegesergabdie starkste Aktivierung nach Knockdown desnorsugpressorgens

1



ZUSAMMENFASSUNG

APC, wahrend ein Knockdown desCatenirs, dem zentralen Mediator des Wnt
Wegeszu einer signifikargn Reduktion deGaussid_uciferaseAktivitat fuhrte.

Bei KnockdowsBtudien mit den verschiedenen Fzusttels RNAnterferenz (RNAin

den TCF/LEReporterhMSCzeigte sich, dass Fzd5 und Fzd7 anvideiterleitung eines
Whnt-Signals sowohlinter unstimulierten Bedingungen als aunbhch Applikation von
Wnt3a beteiligt sind Weiter zeigte nur noch der Knockdown von Fzdl, dass dieser
Rezeptor an der Weiterleitung eines WniSagnalgartizipiert

Um diese Ergebnisse tiber eineeversenAnsatzin Form einer Uberexpressiored
Fzds zuuntersuchen,wurde ein flexibles Klonierungsystem entwickelt, das einen
einfachen Austausch von Proteiags ermdglichen sollte. NacBestatigung der Ube
expressiorder Fzdsauf mRNAEbene und Preinebenewurde de Wirkung der Ube
expression in defl CF/LEReporterhMSCohne und mit Wnt3aAplikationuntersucht
Hier zeigte sich, dass neben der Uberexpression von Fzd5 auch Fzé&dngine
Erhdhung derGaussid_uciferaseAktivitat und damit eine gesteigerté\ktivitdt des
Whnt/i -Catenn-Signalwegesowohl unter unstimulierterals auch unterstimulierten
Bedingungen nach sich zogen.

Bei vergleichender Uberexpressivan Wnt3oder Wnt3akonnte gezeigt werdergass
Wwnt3 ¢ welches WMSCauch endgen exprimierenc sehr vielstarker den WntWeg
aktivieren kann als Wnt3a.

Um die Auswirkung des kanonischen WRezeptos Fzd5 auf die Stammzelleige
schaften der hMSC zu prufenurde die Expression des WiztielgensCyclin Dnd die
Proliferation nach Knockdowsowietransienter Uberexpressionon Fzdb quantitativ
erfasst Hierbei zeigte sich nach Knockdowsn Fzd%eine signifikanteAbnahmeder
Prolferation, dieauch auf Ebene der Wiatielgenemit einer Abnahmeder Cyclin D1
Expression einherging.Umgekehrt konnten stal Fzd5transfizierte hMSC
Populatioren generiert werden die eine signifikante Steigerung deZyclin D1
Expression aufwiesen.

Zusammenfassendoknte im Rahmen der hier vorliegendérbeit gezeigt werden,

dass dieverschiedenerFzdsin unterschiedlichem MMR3e an der Weiterleitung eines
Wnt-Signals beteiligt sind. Besonders scheinen hier Fzd5 und Fzd7 eine wichtige Rolle
in hMSCzu spielen, da sie auch an der Vermittlung eines endogenenrSigmalsri-
nerhalb der Stammzellpopulation beteiligt sind/eiter wurde im Fall von Fzd5 auch

die mal3geblichéBeteiligungdiesesRezeptorsam Erhalt der Proliferationskapazitat der
hMSCPopulationnachgewiesen.
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1 EINLEITUNG

1.1 Stammzellen

Nachihrer Herkunft lassen sich embryonalgerminaleund somatische (féta oder
adulte) Stammzellerdefinieren Geméaflhirem Vermdgen in unterschiedliche Zelltypen
zu differenzieren unterscheidetman hierbei zwischenroti-, Plurt und Multipotenz
(Choumerianou et al. 2008Totipotenzbezechnet die Fahigkeit sich ialle Zeltypen
eines Organismugu differenziererund wird bis dato nur Zellen ausiihen Embryo-
nen, langstensbis zum &ellStadium zugesprochenSmatische Stammzelledage-
gengeltenals multipotent was eirDifferenzierungsvermégen innerhalb des Keimbla
tes, dem sie entstammen, implementigide Miguel et al. 2070

Eine weitere elementare Stammzelleigenschaft ist 8elbsterneerung, die tber
symmetrische Zellteilung auch zur Vergrof3erung der Stammzellpopulation fuhren
kann.Beider asymmetrischen Zellteilungerbleilt eine Tochterzelle als Stammzelle,
wahrend die zweite den Differenzierungsweg einsch{@rrison und Kimble 2006
Selbsterneuerung und Differenzierurggellen somit die Grundeigenschaften aller
Stammzellerdar und werdenunter dem BegrifstemnesszusammengefasgSnippert

und Clevers 201

Welche Faktorerstemnessestimmen ist Gegenstand intensiver Forschur@uchten
frihere Studien vor allem naclgemeinsamenintrinsischen Fakt@n, wie einem
stammzellspezifischen Transkriptom oder Epigenscheinenbei neueren Studien die
Plastizitditvon Stammzellersowie die spezifisch&tammzellnischals extrinsischer
Faktormaf3geblich mitbestimmentiir die stemnessiner Stanmzellpopulationzu sen
(Mikkers und Frisen 2005

1.1.1 Embryonale Stammzell en

Embryonale Stammzelle(ESC)kdnnen nur wahrend den engen Zeiténster der
Praimplantationsphase aus der inneren Zellmasse der Blastozyste gewonnen werden.
Erstmals gelang es 1981 murine ESC (mMESC) zu isolierem wit@ zu kultivieren
(Martin 1981 Evans und Kaufman 198JAufgrund der Unterschiede zwischen mESC
und humanen ESESC), digrundlegendeVeranderungen in derfarametern der
Kulturbedingungen notwendig machtekonnten erst 17Jahre spater die ersten BE
Zellinien generierwerden(Thomson et al. 1998
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Trotz deskurzen Zeitfensters, in dem ES@ viw ihre Funktionen in der Blastozyste
erfillen, isteine Langzeitkultivierungn vitro ohne Verlust ihrer Stammzelleigenséha
ten moglich(Alvarez et al. 20D)2Im Vergleich zuotipotenten Zellen der Morula ki
nen pluripotente ESC nicht in Zelltypen d&rophoblastenlinie differenziererim Un-
terschied zu den multipotenten somatischen Stammzellen siadalser in der Lage
alle mehr als200 Zelltypen dedrei Keimblatter zu bilder{Beddington und Robertson
1989. Eine Besonderheit ddESQyegentber somatischen Stammzelishdie Expre-
sion der Transkriptionsfaktore@®ct4 und Nanog die der Pluripotenz zugrunde liegen
(Loh et al. P06). Dies gilt auch UbeBpeziesgrenzehinweg sowie beunterschiedit
chen Isolatiorsprotokollen und KulturbedingungeriMikkers und Frisen 2005

Die Nutzung vorhumanenESC ist jedoch mit starken ethischen Bedenken behaftet.
Schon die Gewinnung der ESC ist mit der Zerstérung daoBjage und damit eines
potentiell lebensfahigen Embryos verbunddbieskann zumindest partielumgangen
werdenindem ¢ statt GberzahligeEmbryonen aus den-vitro-Fertilisation(IVFy, ver-
mehrt nicht lebensfahige Embryonen aus d@éimplantationsdiagnostikP(D einge-
setzt werden(Cornwell 200% Einer Forshergruppe gelang es 2008, ESC bei Erhalt der
Blastomere zu isolieren, so dass auf die Zerstorung des Embryos tetraveinden
kann(Chung et al. 2008

Eine weitere theoretische Alternative zur Generierung YW8C ist die Verwendung
des somatic cell nuclear transf¢SBCNT)Hierbei wird der Ker einer beliebigen somat
schen Zelle in eine Eizelle eingebradaren Vorkern entfernt wurdeSofern dieEizé-

le zur Implantation gelangtkann sie zu einem vollstandigen Klon desnatischen
Zellspenderdieranwachser{Wilmut et al.1997). Abgesehen von desthischen Birde,
die aus dem potentiden Klonenvon Menschenerwachst ist die rechtliche Grundlage
von ESZelllinien noch unklar. So hat der europaische Gerichtshof eine Patentierung
der Methode zur Generierungon hESC nacfihomson et al. (1998bgelehnt und
damit auch diePatentierung einzelnehESZelllinien untersagiBaeyens und Goffin
2012. Nicht zuletzt ist die Generierung dBESC mit einem hohen Ressourcenve
brauch verbunden, wodurch der Nutzen hinterfragt werden midgpp und Atala
2008.

1.1.2 Adulte Stammzellen

Mit der Implantation der Blastozyste kommt es zu weitreichenden strukturelln-
bauprozessenDabei bildet sichmit dem Epiblasterdas primitive Ektodermywelches
die drei Keimblatter Ektg Mese und Endoderm hervdringt. DieseProzesse gehen
mit EinbuRenan Plurpotenz der Epiblastereinher, wie in-vitro-Kuturen muriner Ep
blasten(EpiSC) zetign (De Miguel et al. 2010
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Bei der weitererEntwicklung des Embryos entsteheahlreiche gewebeund orgars-
pezifische Stammzellpopdianen, die im postnatalen Organismus Stammzellnischen
bilden. Diese Stammzellnischen sind essentiell flr spezifische Regenerationsprozesse
und konnten m fast allen Organen und Gewebaachgewiesen werderDabei istdie

Zahl der Stammzellemit etwa 1:10.000innerhalb des entsprechenden Organs oder
Gewebegelativ gering (Health 2004.

Die in den Nischen residierenden adulten Stammzellen (ASC) exprimieren inndberei
stimmung mit ESC, jedoch im Unterschied zu differenzierten Zellen, die Intémfiredi
lamente ECadherin, Vimentin und -Catenin (Alvarez et al. 2012 Bn spezifisches
Transkriptionsmuster teilen die unterschiedlichen ABfpulationen aus den Stam
zellnischennicht miteinander (lvanova et al. 2002RamalheSantos et al. 2002 So
konntenjedochaus unterschiedlichen Stammzellnischen Subpopulationen identifiziert
werden, welche Pluripotenzmarker wie Oct4, Nanog und S EEAxprimierten wie in

der fotalen Retina(Koso et al. 200aler Leber(Xiong et al. 2008aber auchm adulken
KnochenmarKJiang et al. 2002der ZahnpulpaKerkis et al. 2006und in Haarfollikeh

(Yu et al. 2006 Die Expressiomieser Marker und die pluripotenten Eigenschaén
dieser Subpopulationen legen die Vermutung natlass es sich dabei um Epiblasten
handelt, die in den adulten Stammzellnischen tberdau@ée Miguel et al. 2009

Da Stammzellnischewahrend dem Alternpersistieren, musshre Aktivitat streng
reguliert werden. Dabei scheinen die Stammzellen in den meisten Nischen dixrch m
nimale Proliferationsraten in Bem Ruhezustandq(iiescenck gehalten zu werden
(Cheng et al. 20Q00Der Ruhezustankannentwederdurchinterne oder externe Reize
unterbrochenbzw. wieder hergestelltwerden (Hsu et al. 2011Wilson et al. 2008
Dabei spielen Sigrtehnsdukionsprozessgevermittelt vor allem vonwnt, BMB Notch
sowie Hedgehog eine wichtige Rolle(Greenow und Clarke 201 2Als zentrale Stam-
zelleigenschaftron ASCrschwert die quiescencealie Generierung voin vitro Kultu-

ren, was eine Charakterisierung unterschiedlicher-R8@Qulationenerschwert

1.1.3 Humane mesenchymale Stammzellen und die Stammzelln i-
sche

Friedenstein und dessen Mitarbeiter gelaeg1970zum ersten Mahumane mesen-
chymale Stammzellen (hMSC) adsm Knochenmarkzu isolieren Hierbei wurden
hMSC algine kleineSubpopulation identifiziertdie im Gegensatz zu degbenfalls im
Knochenmark residierendemamatopoetischen Stammzellen (HS@)Plastik adhde-
ren. Morphologisch lassen die spindelférmigen Zellen eine n¥bewvandtschaftzu
Fibroblasten vermutenAufgrund dieser Eigenschaften und der Fahigkeiklpnden
Wachstumwurden diese Zellen alsolonyforming unit fibroblast CFUF) bezeichnet
(Friedenstein et al. 197%0Mit dem Nachweis, das€FUF in vivo als multipotente

5



BENLEITUNG

Stammzellen in alle mesodermaleBinde und Stitzgewestypen (Osteoblasten,
Chondrozyten, Tendozyten und Adipozyten) differenzieren konisetzte sichdie
Bezeichnungnesenchymale Stammzellen dur{@aplan 199]1Pittenger et al. 1999
Standardisierte Verfahren zur Identifizierumgn hMSCsind schwierigzu etablieren,
dabislangnochkein singularerspezifischer Marker gefundemurde. Dies hat auch zur
Folge, dass eine genaue Definition dervivo Stammzellpopulatiorvon hMSCauch
heute noch ausbleibtDaherempfiehlt die International Society for Cellular Therapy
(ISCThMSC uber das inab.1 aufgeflihte Expressionsmuster zu identifizieren.

Positiv fir mehr als 95 % Negativ firmehrals 2 %
der Population der Population
Oberflachen CDl11lder C 4, CD1%der CD79a
marker CD73(D9und CD105 CD34CD45 unHLADR

Tab.1: Expressionsprofil der Oberflachenmarker in hMSC nBadminici et al. (2005

NebendiesenOberflachenmarkernder PlastikAdharenzund der Multipotenzwerden
hMSC durchdie Fahigkeizur Koloniebildungcharakerisiert, die bis heute Gbeden
CFURAssaynachgewiesen wir@Dominici et al. 2006

Trotz dieser Versuche der Standardisierung uhdr@kterisierungst in vitro eine sta-
ke Heterogenitat innerhallvon hMSCGPopulationenzu beobachtenDies betrifft vor
allemdas Differenzierungspotentialo&eigte sich bei einer klonalen M8Gpulation
dassnur noch30 %der Zellenn vivomultipotenten Charakter aufwiesefiKuznetsov et
al. 1997. Diee Unterschiedezeigensichauch morphologisch in der Unterscheidung
spindelformiger vorgrofRenkuboidalen sowie von sehr kleingapidly selfrenewing
(R3-Zellen(Colter et al. 200L Andere Arbessgruppen berichten Gber ahnliche Subp
pulationen. Eine davon sind diery small embryonilike (VSEL) Stammzelleim de-
neneine Expression von SSEAct4 und Nanog nachgewsen werden konntéKucia
et al. 2006. Jiang et al. beschrieP002die sogenanntermultipotent adult progenitor
cells (MAPC), diebei geeignetenDifferenzierungbedingungenCharakeristika von
viszeralem Mesoderm, Neuroektoderm und Endoderm aufwies®arden MAPCin
frihe murine Blastozystemjiziert, gelang essogar pluripotente Eigenschaften rac
zuweisen. Andere Subpopulationemon hMSGwvurden durchAnderung derKulturbe-
dingungenselektioniert Darunter diemesenchymaktromal cells die neben der K-
pression von embryonalen Stammzellmarkégiin vitro Ansatze eineTransdiffere-
zierung zeigter(Battula et al. 200¥ Ahnliche Ergebnisse wurden auch bei deme-
nannten marrow-isolated adult multilineage inducibiAMI) Stammzellen beobde
tet, welcheunter hypoxischen Bedingungen generiert wordearen (D'Ippolito et al.
2004).

Diese Heterogenitat der hMSebpulation spiegelt sich auanh vivoim komplexen
Aufbau der Stammzellnische im Knochenmark wieder. Hidsthdén MSCdie Infra-
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struktur derHSENischeund bestimmen malf3geblich deren hamatopoetische Aktivitat
(Zhang et al. 20Q3acchetti et al. 2007Dabei nehmen hMSC eine Schlisselrolle ein,
indemsie sowohbdie Vaskularisierung der Nischisauch eine Innervierung durch das
periphere Nervensystem vermittelfiatayama et al. 20Q08/endezFerrer et al. 201D

Neben der Stammzellnische im Knochenmark konnteittels der CFURAssay
Technologiefast aus allen Geweben des Korp&dSCgewonnen werden(Abdallah
und Kassem 2008Vides spricht dafiir, dass diSCden Aufbau der Nischéber-
nehmenund ¢ wie in Abb. 1 fir das Knochenmark dargestetjtdie organ und ¢e-
webspezifischerASCkontrollieren Dabei scheint die Regulation der A@@er ance-
rem malf3geblich drch die Komponenten des Wnt/i -Catenin
Signaltransduktionseges der hMSC gesteuert zu werde@entrale Funktion Uhbe
nimmt hierbei dag -Catenin welches zuneinen als Adhasionsmolekétrukturell und
zumanderen alsTranskriptionsfaktor regulatorisdbei der Steuerung destammzellix
schebeteiligt ist(Alvarez et al. 201)2

Blutgefall

Abb. 1: Die Stammzellnische im Knochenmgrkodifiziert nach Alvarez et al. 20)2

MSC steuern die symmetrische und asymmetrische Teilung deudd&@amit de Bildung von Progenitorzellen,
welche die Nische verlassen. Dabei wird die Aktivitat der MSC durch das endotheliale Kompartiment und durch die
sympathische Innervierung gesteueASC = Adulte Stammzellen, hMSC = humane mesenchymale Stammzelle
PGC = Progenitorzellen, PNS = Peripheres Nervensystem

1.1.4 Stammzelltherapien

Die ersteSammzelltransplantatiorerfolgte 1956 in Form von Knochenmark Tier-
modell (Thomas et al. 1957 Ab 1970 wurden Knochenmarkstrgoantationen bei
Patienten mit schweren Immundefekten etabligiBortin 1970. Aul3erdemwird sie
heute bei vielen Krebstherapiewie z.B.bei Leukéamien eingesetzt, welche eine Depl

tion des Knochenmarks durch Bestrahlung oder Chemotherapie notwendig machen.
Als Transplantate werden hierbei HBGpulationenmeist allogener Herkunft eirgy

setzt. Aer auch autolog Transplantationen werden durchgéifii, wie im Fall des
schweren Immundefeles LupuserythematodegTraynor et al. 2000
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Die beiden Stammzellpopulationen aus dem Knochenmid&C und MSGcheinen
neben der hAmatopoetischen Stammzellnische auch an der Bildung aller anderen g
webe- und organspezifischeBtammezellnischen beteiligiu sein(Alvarez et al. 2012
Daher istdie unterstitzende Wirkungyon HSC und MSKei regenerativen Prozessen
Gegenstand intensiver Forschurg. unterschiedlichen Studien konnten bei ischam
schen Erkrankungewie dem Herinfarkt aber auchbei chronischen Wundemach
systemischerStammzelltherapievon hMSCpositive Effekte erzielt werden(Health
2006). In manchen dieser Studien wurden auch erfolgreich genetisch modifizierte oder
mittels Cytokin@ vorbehandelteStammzellpopulaonen eingesetzt(Gurudutta et al.
2012. So verbesserten bei schweren Knenbefekten osteogen aktivierteMSG
Transplantatadie Heilungsignifikant(Quarto et al. 2001Arinzeh et al. 2003

Die Plastizitatvon Stammzellersowiederen FahigkeiganzeStammzellischenwieder
aufzubauenweckt das Interesseex vivoGewebéransplantate zu generiere(Snippert
und Clevers 20J)1Dabei sellt sich die Frage, welche deekanntenStammzellpopua-
tionen sichdaflr am besteneignet. Ein gro3er Vorteil von MSC gegeniber HSC ist
hierbei, dass siexvivoeine sehr viel hdhere Expansionskapazitat aufweisithteil
beider Sammzellpopulationenist jedoch hre starke Heterogenitéat und das daraus
resultierende eingeschréankte Differenzierungspotential. Demgegenidgsen sich
EE alsrelativ homogene Langzeitkultdralten und besitzen eine uneingeschrankte
Differenzierungskapazitat. Docteigen dé vonhES&Zelllinienabgeleiteten Transpla
tate zur Bildung von Teratomenyodurch deren Klinischer Einsatz neben den ieth
schen Bedenken erheblich erschwert w{fdoldring et al. 2011 Sosind hMSCheute
schonzentralerzellularerBestandteilin vielen klinischen Anwendungé€Abdallah und
Kassem 2008 weshalb das Verstandnis der grundlegenden Signaltranschsgtiozes-

se in hMSC unerlasslich .igberade eine zielgerichteteManipulation desWnt/i -
CateninSignalwegeskonnte neben der Verbesserung bestehender Therapidig
klinischenAnwendungsgebiete der hM3Gchmalserheblich erweitern.

1.2 Die Wnt-Signalwege

Die Komponenten der WSignalwege sind evolutionsbiologiss¢hralt und entstan-
den wahrscheinlich mider Entvicklung der Kérpesymmetrie undden ersten Nesske
tieren vor etwa550 bis 61Millionen JahrenChen etal. 2000Q. Das Konzept der Ko
perachse in Form der Radidvder Bilateralsymmetrievar grundlegnd fur die Etx
wicklung der Eumetazoand damit fir die kambrische Explosiomei dersich¢ inner-
halb weniger Millionen Jahredie Vertreter fast allerheutigenTierstammeentwickd-
ten (Chen et al. 2000So spielen die Komponenten der Waignalwege eine zentrale
Rolle in der Embryonalentwicklung aller hoheren Tienel sind maf@eblich an der
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Steuerung von Stammzelleigenschaften und dem Differenziepatgntial beteilgt
(Nusse et al. 2008Wé&hrend bei degenerativen Krankheiten haufig eine verminderte
Aktivierurg der WntSigralwege zu beobachten ist, kann die aberrante Aktivierung des
SignalwegekingegenTumorerkrankungen auslos€huo et al. 200/7/Polakis 201p

Die WntSignalvegkomponenten lassesich3 Wnt-Signalwege zuordnen Neben dem
kanonischenWnt/i -CateninSignalwegsind dies die beiden nicht kanonischeWwnt-
Wege namlich derwnt/PCP(planar cell polarity und der Wnt/C&*-Signalweg. Gh
rakteristisch furdiese Wnt-Signalwegeast, dassam Anfang deSignaltransduktion die
Bindung eines WnrLiganderan einen FzeRezeptorsteht (Schulte 201p

1.2.1 Liganden der Wnt -Signalwege

Die erstein der Literatur beschrieben&mponente des Wnt-Signalwegesvar ein
Whnt-Ligand.Unter dem Namen Intlwurde ein Protoonkogen identifiziert dessen
transkriptionelle Aktivierungls Folge degenomische Integration desmouse man-
mary tumor virugMMTV)zu erhdhtem Brustkrebsrisiko in Mausen fuh(idusse und
Varmus 198 Zuvor wurde dadntl-Ortholog schonin Drosophia beschrieben so
fuhrte eine Lossof-functionMutation zu einer fehlerhaften Fligelanlage und zu einer
gestorten Segmentpolaritat, weshalb der Namenngless (Wg) vergeben wurde
(Sharma und Chopra 19)&kdoch erst 198%vurde bei einem Screening von Entkic
lungsmutantenWg als Ortholog zu Intl erkannt (Rijsewijk et al. 1987 Mit der Be-
zeichnung Wnt wutte dann eine Amalgamierung der beiden OrtheMegmenWg und
Int zu Wntvorgenommen(Nusse et al. 1991

Heute sind in Vertebaten 19 Mitglieder der WntFamilie beschrieben und ihreeS
quenz istinnerhalb des TierstammsochkonserviertDabei lassen sich viele der Wnts
paarigin Unterfamilien einteilendie sichdurch einesehrhohe Sequenzidentitaaus-
zeichnen Das spiegelt sicimch in deNomenklatur durctdie Additivecadoder cbdan
den Namen degeweiligenWntswider. Interessant hierbei ist, daschonauf der niel-
rigsten Stufe deEumedazog z.B.bei Hydra undder Seeanemone die gleiche Anzahl an
Wnt-Unterfamilien vertretenist wie in den Vertebrater{Kusserow et al. 2005Dies
lasst vermuten dass dieDiversifikation derwWnt-Familieund deren Aufspaltungn
Untergruppen schon sehr frih in der Evolutiont der Entwicklung deEunetazoa
zusammenfallt(Petersen und Reddien 2009

Die Mitglieder der Wnfamiie zeigerkonservierteGemeinsamkeiten im strukturellen
Aufbau. Die duwhschnittliche Lange deWnt-Ligandenliegt zwischen 350 und 400
Aminosauren (ASpPer NTerminusbesteht auseiner flr den sekretorischen We@k
dierenden SignaequenzDaran schlief3t sich ein hoch konserviertes Muster 224
Cysteinenan, das unerlasslich firdie Funktionalitdat und die Spezifitit des Wnt
Ligandenist (Du et al. 1995Hoppler et al. 1996 Der Sekretionsprozesgestaltet sich
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durch Wntspezifische Komponentewie z.BPorcupine undVntlessEvikomplexund
fuhrt zu weitreichenden posttranslationalen Modifikatione@harakteristisch ist eine
kovalente Bindung an Lipide und damit einhergehend eine Erhéhung der Hydiephob
zitat der WntsDaneben sind auch Mlykosylierungen bekannt, die zusammen mit der
LipidcModifikation essentiell fir die Sekretion und Funktionalitat der Wnts giMillert

et al. 2003. So zeigen euere Untersuchungen aniktallisierten WntFzdKomplexen
dass die Bindung des Whigandenan den Rezeptomaligeblichiiber den Lipidrest
vermittelt wird (Janda et al. 2012

Neben der Einteilung der Wnts nach phylogenetischen Kritasierde schon friih eine
funktionale Klassifizierung der Whtganden vorgenommen/nts, die nach ektop
scher Expression in Froschembryonen eine Duplikation der Korpergettddahon
und Moon 1989 sowie eine Transformation der murinen Brustisenepithelzelllinie
C57MGinduzieren konnten(Wong et al. 1994 wurden als kanonisch bezeichnet.
DieserGruppemit Wntl, Wnt3/3a und Wnt8ab werdenden nichtkanonischen Wnts
mit Wnt4, Wnt5db und Wntll gegenlbergestelliDiese starre Einteilung der Wnts
zeigt sich heute als wenig praktikabel, da in Abhangigkeit des Zellsystems und-der vo
handenen Komponenten des W8ignalwegs, die verschiedenen Wnts sowohl kan
nische als auch nicht kanonische Wirkungen vermitteln konf@men et al. 2009
UysalOnganer und Kypta 2012Dabei scheint digeweilige Kombination aus Fzd und
Wnt eine wichtige Rolle zu spielewelcher der WntSignalwegektiviert wird (Mikels
und Nusse 2006a

Im Gegensatz zu den niek&nonischenist die Wirkung deskanonischenWnt/i -
CateninSignalweges voallem auf die &bilisierung deg -Catenirs und auf dessen
nachfolgende transkriptionelleg Aktivitat zurtickzuiihren (Abb. 2). Die Unterscheidung
der nichtkanonischen WnBignalwegest aufgrund einer gréReren Ubereinstimmung
an Signalkomponenten wenigscharfund spiegeltmdglicherweisedie Tatsache w
der, dasssieTeil eines grol3eren Wigignalnetzwerkseprésentieren(Kestler und Kuhl
2008.

Bei der Entscheidungvelcher der Wege eingeschlagen wistheint dieKombination

aus WntLigand undRezeptorenvon besonderer Bedeutungu sein So zeigte sich,
dass inAbhangigkeit de Liganden unterschiedlich&nt-Korezeptoen rekrutiert we-

den. Dabei bildete Wnt3a einemrméaren Komplex miFzd unddem Korezeptor LRP6
(low density lipoprotein receptoirelated protein6), wahrend Wnt5aneben Fzddie
RezeptofTyrosinKinaseRor2als Korezeptorekrutierte (Mikels und Nusse 206§ Die
erstgenannte Kombination fuhrte zu einem kanonischen Signal, letztere zu einem
nicht-kanonischen. Bei der Rezeptorkombination aus Fzd und LRP5/6 ist mit dem Pr
tein Norrin auch ein kanonischer Ligand bekannt, der nicht zurMantiliegehort (Xu

et al. 2004. Weiter existieren mit der Familie der-8pondine Liganden des Wnt
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Weges, die in Anwesenheit von Wganden synergistisch wirken und ein nat¢hfo
gendes WntSignal vestarken kdnner(Kim et al. 2008

Whnt/B-Catenin Wnt/Kalzium

T

Fzd
l I

Fzd

B-Catenin €000 Ca000p \
Degradations-

komplex

Abb. 2: Die verschiedenen WnSignalwegeDargestellt sind die zentralen Komponenten der Rezeption und-intr
T 8t fdzf NNBY { A3yl f-Qahin/ Wivalziin thy WnRECESighalvégesiNahere Ausfiihrungen
sind dem Textzu entnehmen. PCP planar cell polarity Gai ‘= heterotrimeres @rotein, Dvl =Dishevelled
TCF/LEFR= T-cellspecific transcription factor/lymphoid enhandeinding factor CaMKII =C4"/Calmodulin
abhéngigen Kinase Il, PKC = Proteinkinase C, Rlashromologue GTPas®ac =Rasrelated C3 botulinum toxin
substrate JNK =-Jun Nterminal KinaseATF/CREBGAMRdependent transciption factbctAMP response element
binding protein(modifiziert nach Cohen et al. 2008

1.2.2 Sekretierte Inhibitoren der Wnt -Signalwege

Die sekretiertenWnt-Inhibitoren lassen sich bezlglich ihrer Bindungspartner in die
secreted Fzdelated protein(sFRR und Dickkopf(DkR-Klasse einteilerfKawano und
Kypta 2003 Die erstgenannt&lassezu der diesFRHFamilie, WIF1 und Cerberaéh-

len, zeichnet sich durch die Bindung und Sequestrierungn WVntLiganden aus
(Bovolenta et al. 2008 Dagegen binden die Mitglieder d&kkFamiliean die Wnt
Korezeptoren LRP5 und 6 umdrhindern so die Ausbilohg des terndren Komplexes
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ausWnt/FzdLRP und damitlie Weiterleitung einegkanonischenWnt-Signas (Sakane
et al. 2010.

1.2.3 Die nicht -kanonischen Wnt-Signalwege

Der Wnt/PCPWegwurde zuerst inDrosophilabeschrieben und nimmt als-Catenin
unabhangiger Weg Uber die Bestimnguder Zellpolaritat me wichtige Rolle in der
Geweb@rganisation wahrend der Embryonalentwicklung éiWeeman et al. 2003
Auchfiir den Wnt/Ca*-Signalwegverdenahnliche Funktionewermutet; so vermittelt
diesergastrulationsbedingte Zellwanderungém der Entwicklung von Froschembry
nen (Slusarski et al. 199.7In beiden nicht-kanonischenWnt-Signalwegerscheinen
heterotrimere GProteinean der Signalweiterleitungeteiligt zu seinAbb. 2). Im Fall
des Wnt/PCRNeges fuhrt diesiber das @rotein Rac sowie Uber das kleiProtein
Rho. Folge ist zunmireen die Aktivieung derc-JunN-terminal Kinas¢JNK)Xaskade und
zum anderen der Umbau des Cytoskeletts. Im WnfE3ignalweg steht am Ende der
cGMRvermittelten secondmessengeReaktion die Freisetzung von Inositiphos-
phat, welches zu einer Erhdhung des intrazellulareA"Gpiegels fiihrt. Die Folgéeh
von ist die Aktivierung der €#Calmodulinabhéngigen Kinase 1l (CaMKIl) und der
Proteinkinase QPKC)die beide eine wichtige Rolle in Migration und Proliferation der
Zelle ubernehmeiiKuhl 2@4).

1.2.4 Der Wnt/ i -Catenin-Signalweg

Die verfiigbare Menge an transkriptionell aktiverrCatenin und damit die nukleare
Konzentration bestimmt mafgeblich den Aktivitatszustand désit/i -Catenin
Signalwegs (Shimizu et al. 1997 Bei Ausbleiben eines W#lignals, wird das cytosol
schei -Catenin von einem spezifischen Abbaukomplex mit den zentralen Kompone
ten APC Adenomatosis Polyposis QpliAxin und GSBI phosphoryliert (Liu et al.
2002. Dies ist die Voraussetzung fur die Ubiiigrung von -Catenn (Abb.3A), wel-
che als Markierung fur die proteasomale Degradation d{@berle et al. 199y

Bei Anwesenheit eines Wahiganden(Abb.3B) kommt es zu der Ausbildung des térn

ren Komplexes aus Wnt, Fzd und dem Korezeptor LRP5 bzw.(H&R6 al. 2004
Logan und Nusse 20pDas fuhrt zur Inaktivierung des spezifischen Abbaukomplexes
und zur Akkumulation voh-Catenin im CytosgMacDonald et al. 2009Dem schlief3t
sich die Translokation des-Catenirs in den Nukleus an(Henderson und Fagotto
2002. Zusammen mit der Familie der Transkriptionsfaktoren TCF/-E€ll§pecific
transcription factor/lymphoid enhancdyinding factoj bestimmt es die Expression
verschiedener WnZielgene, darunter Cyclin D1 aber auch Metallopirsen sowie
Fzds und damit Komponenten d&gnt/i -CateninSignalweges selbgHoppler und
Kavanagh 20Q7.ogan und Nusse 200Mlad et al. 2008
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Extrazellular Extrazellular

HN
LRP Fzd
COOH

Intrazellular Nukleus Intrazellular

Abb. 3: DerWnt/i -CateninSignalweg

A) BeiAbwesenheit eines WHtiganden ist der Degradationskomplex im Cytosol aktiv und phosphoryliert gebund
nesi -Catenin. Dieses wirgli -TrCPvermittelt qubiquitiniert und durch das Proteasom aligeit.

B) Bei Ausbildung eines terndren Rezeptorkomplexes unter Anwesenheit einesigiinden werderbestimmte
Komponenten des Degradationskomplexes an die Membran rekrutiert. Dadurch akkumuliert neu synthetisiertes
Catenin. APC = Adenomatosis Polyposis iIGBICP # -Transducin repeat containing protei@K= Kaseinkinasg,

Dvl =DishevelledGSK3i = Glykogensynthasknase 3 (modifiziert nach Li et al. 20).2

1.2.5 Rezeption ein es Wnt-Signals

Am Anfang eines Wrignals stehtlie Birdung des Liganden annein heterodimeren
Rezeptorkomplex aubzdund LRP Dabeiumfasstin Vertebratendie FzdFamilie10
Mitglieder, die jeweils mit einem der beideliorezeptoren LRP5 oder LRP6 als Heter
dimer vorliegen kénnen.

1.2.5.1 Die Frizzled -Rezeptoren

DIS . S1 S AFdKlgtidzyeRBhe in diesem Kontext mit eingedreht oder gekrauselt
Ubersetzt werden kann, geht auf eine gleichnamige Drosopiiltante mit unnati-
lich stark spiralig gewundenen Fligelhaaren zu(Bcldges und Brehme 1934

In derAbb.4 sind die wichtigsten gemeinsamen strukturellen Merkmale der Mitglieder
der FzdFamilie zusammengefasst.
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H,N

CRD

Extrazellular

Intrazellular

1 5 COOH

Abb. 4: Darstellung der Fz&truktur (modifiziert nach Schulte 200

Uber die CRD bindet der Rezeptor Wiganden. In griin sind die extrazellularen Sigdh und in violett sind die
intrazellularen Schleifen hervorgehoben. Transmembranregionen sind mit rémischen Ziffern versehen. In der CRD
befinden sich 5 Disulfidbriicken. Eine weitere ist zwischen den ersten beiden extrazellularen Schleifen lokalisiert.
CRD =ysteinerich domain.

Im Durchschnitt umfasst die Lange der $200 bis 700 & Die aus der Aminosaures
guenzabgeleiteten Strukturmerkmale der Fzds fuhrteur Einordnung der Familie als
Untergruppein die Klasse deG-Proteingekoppelten Rezepten (GPC§. Wie auch
die GPCRsind Fza mit 7 Transmembrandoméne7TM), bestehend aus hydroph
ben a-Helies, in der Plasmamembramerankert (Vinson et al. 1980 Die Doménen
sind extrazellularwie intrazellular mit jeweil8 loopsuntereinander verbundenCha-
rakteristisch fur GPGRefinden sich irden extrazellularenioops1 und 2konservierte
Cysteine sowie geladene Aminosaurendntten intrazellularenloop. Jedoch fehlen
der FzdFamilie das DRMotiv, welches an der Spezifitat wie auch d&@ndung des &
Proteins beteiligt istind das fur die GPGRypische NRXX Motiv(Wess 1998

Extrazellular schlief@ichder Transmembraragion der NTerminusmit den wichtigen
Domaénen fir die Rezeption eines \W&ignalsan. Der relativ kurzen Signalsequenz
folgt im NTerminus diecysteinerich domain(CRD), welchedurch 5 Dislfidbriickeng
bestehendaus 10 in der FzBamilie hoch konservierten Cysteinerstabilisiertwird.
Neben der Fahigkeidie Dimerbildungmit anderen CRiragenden Proteinen zuwer-
mitteln, ist sie fur dieBindungvon Wnt-LiganderunabdingbarDann et al. 200lJanda
et al. 20132. Innerhalb der CRD gibt es Migise auf posttranslationale Modifikationen
in Form von NGlykosylierungen. Hierbei schemdie Glykosylreste bei d&rkennung
des WntLiganden und damit fur die Funktionalitdt des Rezeptors von Bedewung
sein(Schulte 201D

Intrazellular befindet sich der-Terminus mit den zentralen Doménen fir die Tan
duktion eines WriSignalsDabei spielt & Sequenz KIXXWwelchein allen 10 Fzd
Rezeptoren konserviert ist, eine zentrale Rolle. Als Bindestelle fir atypische PDZ
Ligandenist sie an der Interaktion des Fzd mit dem PhosphoprofgshevelledDVL)
beteiligt Dabei stellt DVL eine zentrale Signalkompoeel®r unterschiedlichen Wat
Signalwege dafGao und Chen 20)0Weitere Bindesteln fir dieses Proteimverden
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auch in denntrazellularenloops 1 und3 vermutet. Ein zweiter konservierter Sequen
abschnitt XS/TX-L/V ermdglicht die Interaktion mit Klasse | FDZanden die eine
Vielzahl an unterschiedlichen Signalmioien mit zum Teil noch ungeklarter Funktion
umfassen(Wawrzak et al. 2009 Diese Konsensussequeist nicht in allen Fzds ve
handen undbildet dasEndstick des-Terminusin Fzdl, 2, 3, 4, 5, 7, 8, jedoch nicht in
Fzd6 9 und 10.

Unter allen 7TMRezeptorklassen sind die Mitglieder der fainilie Gber die Vertreter
der Tierstamme hinweg am hochsten konservigthioth und Fredriksson 200%a-
bei lassersich die Fzdginhand ihrerSequenzidentitdtin vier Gruppen einteilen: Fzd1,
Fz® undFzd teilen nahezu 75 %, Fzd5 uRadB 70 %, Fzd&z® undFzdlO 65 % und
Fzd3 und=zd 50 % SequenzidentitgHuang und Klei2004).

Die Entdeckung, dass es sich bei derFaailie um WnRezeptoren handeltwurde

zuerst im ModellorganismuBrosophilagemacht.Eswar bekannt, dass nach Stimulat
on durchWg, DVL an der Stabilisierung de€atenin Ortholog&rmadillobeteiligt war

(Klingensmith et al1994). Nachdem Fzdund DVEMutanten zu einem &hnlichen Rh

notyp fuhiten, konnten nachfolgendeUntersuchungereeigen, das®rosophilaFzd2

(DFzd2) eien Wg-Rezeptor darstell(Bhanot et al. 1996

1.2.5.2 Die Wnt-Korezeptoren LRP5 und LRP6

An der Rezeption sowie Transduktion eines V@ignals sind auch de Wnt-
Korezeptoen LRP5 bzw. LRP6 beteiligusammen mit weiteren 8 verschiedenen LRP
Rezeptoren bilden sie eine Untergrupger LDERezeptorfamiliglLi et al. 2001 Diese
spielen eine wichtige Rolle in der Endocytose, derZallKommunikation, Embryeg
nese und im Lipidstoffwechs@Go und Mani 2012 Wie alle LDIRezeptoren gehoren
sie zu Klassaler Typ | Transmembranprote. Typsch in ihrem strukturellen Aufbau
ist, dass sich deffransmembrarRegionintrazellular ein relativ kurzeGTerminus
anschlie3twelcherdie intrazellularen Domé&nen zur Signaltransduktion tr&gtrazé
lular befinden sich auf dem relativ gro3erTirmins die Bindungsstellen figie Wnt-
Liganden Die Bedeutung dieser Rezeptoren Wint/i -CateninSignalweg zeigen Ye
suche mit verkirzten LRARezeptormutanten. Wurde LRRfine extrazellulare &
mane exprimiert kam es zu einer konstitimen Aktivierung dedVnt-Signals undei
einer Verkurzung der cytoplasmatischen Doméang Blockierung dessdien (He et al.
2004). Die Rezeption eines WASignalserfolgt Uberdie Bindung eines WHtiganden
andie DoméanerELE4im N-Terminus Dabei zeigen sich Unterschiede in Beéferenz
fur den jeweiligen Wntiganden. Vihrend die DoméaneiikE2 Wntl binden, verrti
teln E3E4 die Bindung von Wnt3 und Wntgaong et al. 2010 Zusatzlich gibt es auch
Hinweise, dass beide WARtindestellen gleichzeitig Liganden binden konriBourhis
et al. 2010.
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Fur die Ausbildung de®/nt-Signalosomsan der Plasmamembraergibt sich damit
folgendes Bild/Abb. 3B). Fzd und LRPBzw. LRP6 binden den Whigandenunter
Ausbildungeinesternaren Komplexes. Dabei kbnnen mehrere Wiganden mehrere
Fzds aber auch mehrere LRPs binden, was theoretisch eine Oligomerisierung des tern
ren Komplexes erlauliBhanot et al. 1996Janda et al. 209)2Intrazelluléar rekrutieren

die Rezeptorendaraufhin an der Membrandie spezifischen Gerlstproteine. Dabei
binden FzeRezeptorerDVL md der Korezeptor LRP AxDiese Gerustproteine inte
agieren ihrersits untereinandey was die Bindungon Axinan LRPRestigt (Clevers und
Nusse 201p Gleichzeitig wird die AxibRPInteraktion durchdie Phosphorylierung des
cytoplasmatischenGTerminusdes Rezeptors nochmals verstarkt. Dies wird durch die
beiden konstitutiv aktiven SeriThreoninKinasenCK1lund GSK3 vermittelt, die bei
einem WntSignal ebenfalls an die Membran rekrutiert werdgte et al. 2004Tamai

et al. 2004. Die Folge dieser weitreichendemtrazellularenUmverteilungder Wnt/i -
CateninSignalkomponenten istie Inaktivierung des Degradationskomplexes und
damitdie Hemmung der Ubiquitinierundesi -Catenirs (Li et al.2012.

1.2.6 Signalweiterleitung im Cytosol und Nukleus

In Abwesenheit eines WiBignals bedingtid Aktivitat des Degradati;komplexesdie
cytosolische Konzentration désCatenirs. So bindetAxin als Gerlstproteindie Kan-
ponenten des Degradationskomplexes und bildet eine Interaktionsplattform fir APC,
i -Catenin und didbeiden Kinasen CK1 und GBKDas relativ grol3e APC spielt dabei
eine zentrale Rolleda es sowohl Axin als auch dagCatenin bindet. Die Interaktion
mit i -Catenin wird durchiepetitive Sequenzalshnitte mit einer Lange von 15 bz®20
Aminosauren vermittelt, dien APC zwischen dadrei AxinBindestellen lokalisiert sind
(Klaus und Birchmeier 20p8Aufgrund einerhereditaren oder somatischen Mutation
welchezur Expression einer verkiirzten AR@riante fihrenkdnnen diese -Catenin
Bindedomanen fehlenDadurchsind das mutierte APC nd damit der Degradatics:
komplexnicht mehr funktional De daraus resultierende konstitutiv&/nt/i -Catenin
Aktivitat ist fur 85 % der diagnostizierten Kolonkarzinomeantwortlich (Kinzler und
Vogelstein 1996 Im funktionale Degradationskomplex phosphorytien die beiden
Kinasen CKund GSK3 fortlaufend i -CateninMolekile. Betroffen davon sind\-
terminal gelegene Ser/THReste, welchehosphoryliertin ihrerDSat YO K8A 0 | f &
grond  a 2vandox/WD-Sequenzwiederholungen désTransducin repeat conita
ning protein(i -TrCP) erkanntverden Dasi -TrCP ist Teil eiseE3Ubiquitin-Ligase
Komplexes(Aberle et al. 199) welcher das -Catenin uliguitiniert und samit dem
proteasomalen Abbau zufuhfAbb.3A).

Bei einem aktiven WrBignal kommt es zur Sattigung des inaktiven Degraaiskimn-
plexes mit phosphoryliertem-Catenin Aufgrund der ausbleibenden Ubiquitinierung
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akkumuliert neu synthetisiertes -Catenin im Cytosol und die Translokation in den
Nukleus ermdglicht die Regulation von \A#ielgenenDurch welche Mechanismen
Catenn in den Kern geschleust wirgst noch nicht vollstandig verstanden, denn es
weist weder einnukledres Lokalisationssignal (NIo®h ein nukledres Exportsignal
(NEShuf (Fagotto et al. 1998 Zudem ist es mit 90 kDa doppelt so grof3 wie dis-Au
schlussgroRe der Kernpore fiie freie Diffuson. Studien konnten zeigen, dass hierbei
sowohl von einem Transportprotein abhéngige als auch davon unabhéNgghka-
nismen existieren (Koike et al. 2004Wiechens und Fagotto 20R1Ein mégliches
Transportprotein kdnnte APC darstellesia esneben seiner Funktion im Degradat
onskomplex, mittelamehreren NLS und NESSequenzen zwischen Kern und Cytosol
pendeln kann(Henderson und Fagotto 200Rleufeld 2009. Maf3geblich fldie zelu-
lare Verteilung des -Catenins scheinen auch die spezifischen Transkriptionsfaktoren
B-Zelllymphom 9 (BCL9), Pygopus uRdellspecific transcription factod (TCF4yu
sein Wie Untersuchungen zeigeriérdern diese einenukledre Retention des -
Catenirsund damit auch eine Akkumulation desselben im K&meghoff et al. 2006

Die vorgenannten Transkriptionsfaktoren sind auch mal3geblich aNetenittiung der
transkriptionellenAktivitat desi -Catenirs beteiligt. Eine zentrale Rollspiekn hierbei

die Mitglieder der TCEEH-amilie zu denen auch TCF4 gehdiabei ist die Kompie

bildung ausi -Catenin und TCF bzw. LEF essentiell fir die Transkription von Wnt
Zielgeren. Denn die Mitglieder der TCF/LE&Milie vermitteln tUber die Bindig der
HMGBoxDoméne in der kleinen Furche der DNAIXRA S { LIST aeniasNi RS &
Fur dieErkennungist dieKonsensussequenz (A/T)(A/T)CAA(A/T)G&itebratenund
Drosophilaidentifiziert worden und als nachgeschaltete Sequenzwiederholungen ist

diese Bestandteil desogenanntenT CF/LEReportervektoren bzwTOPflasfSysteme

(Korinek et al. 199#an de Wetering et al. 1997

In Abwesenheit des -Catenins(Abb. 5A) rekrutieren die Mitglieder der TCF/LEF
Familie transkriptionelle Repressoren darunter Groucho und CtBfurlstone und
Clevers 200R Unter WntStimulationverdrangti -Catenin m einem konpetitiven Me-
chanismus die Repressoréibb.5B). Im Komplexmit TCF/LEF wirkt elannals trars-
kriptioneller Aktivator nachgeschalteter Wiziielgenedurch Rekrutierunggon Kompo-
nenten deschromatin remodelinggomplexund Histonmodifizierenden Fakten wie
CBP und Bfg(Stadeli et al. 2006 Weitere n Drosophilaessentielle Transkriptiongfa
toren sindLeglesglgs) das Ortholog zu@®.9 und Pygopuseren Bedeutung als Tran
kriptionsfaktoren fur WniZielgene in Vertebratenochweitgehendunklar ist(Brack et
al. 2009 Schwab et al. 2007
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Nukleus Nukleus

Groucho ct
TCF/LEF )

Abb.5: DerWnt/i -CateninSignalweg im Nukleugnodifiziert nachLi et al2019.

A) In Abwesenheit eines WistignalgeeprimierenTCRund LEFzusammen mit deKorepressagn Grouchound CtBP
die Transkription der WnEielgene.

B) Akkumulierti -Catenin im Keryverdrangt esdie Korepressoen von TCHLEF und rekrutiertafiir Koaktivatoren
und Histonrmodifizierende Faktoren wie BtgCBP, Bcl9 uriRygo

BCL9 = Relllymphom9, Brgl= brahmarelated genel, CBP =CREBinding protein CtBP =Gterminal binding
protein, Pygo = Pygopu3 CF/LEF Ecellspecific transcription factor/lymphoid enhandanding factor

1.2.7 Zielgene des Wnt/i -Catenin-Signalweges

Die zentrale Bedeutung darCF/LERranskriptionsfaktoren zeigt sich in der Chaeakt
risierung von Wn¥«ielgenen.Diese werden definiert durcldas Vorhandenseivon
TCF/LEBIndestelle, welchemal3geblich an der Transkription der \WAielgene btei-
ligt sind bttp://www.stanford.edu/~rnusse/pathways/targets.htm Zu diesenzahlen
viele Protoonkogene wie Cycldil und eMyc, die eine wichtige Funktion im Zellzyklus
Ubernehmen(He et al. 1998Tetsu und McCormick 1999Veiter sind einigéMetallop-
roteinasen, die im Fall der Invasion und Migration von Zellen badeutende Rolle
spielen,als WntZielgenebeschriebenworden (Wu et al. 200). Aber auchKompone-
ten des WniWeges selbst wie z.B. Fzd@Villert et al. 2002 wurden als Wr#Zielgene
identifiziert. Darunter auch di@egativen Regulatorerdes WntWeges Axin2 und Dkk1
welche alsTeil eines negativerfieedback loop eine Feinabstimmungder Wnt/i -
CateninAktivitat ermoéglicher(Lustig et al. 2002Niida et al. 200%

1.2.8 Die Rolle des Wnt/ i -Catenin-Signalwegesin hMSC

Unterschiedliche Studien zeigen, dass in hMSC alle essentiellen Komponenten fir ein
aktives Wnt/i -CateninSignal vorhanden sin{Boland et al. 2004Etheridge et al.

2004 Okoye et al. 2008Sercan et al. 20)0Aufféalligist die gro3e Anzahl der expr
mierten Fzds und Wnts, was auf eine komplexe Regulation der fidB@ationdurch

den Wnt/i -CateninSigialweg hindeutet. Bestatigt wird dies durch die Tatsache, dass
in fast allen Differenzierungsprozessesitlich spezifische Aktivitditsmuster dént/i -
CateninSignalwege®ine grol3e Rolle spielgiMa et al. 2012 Dassbei der Adipog-
nesez.B.auch die WriKorezeptoren eine zentrale Bedeutung haheeigen Knodk-

down und Uberexpressionsstudiemn LRP6 in hMSBerobner et al. 2012
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Daneben zeigt eine konstante Stimulatidar Wnt/i -CateninAktivitat in IMSC durch
Wnt3a zumindesin vitro eine starke Steigerang der Proliferationsund Invasionskag-

zitat (Boland et al. 2004\eth et al. 2006 Zudem scheint auchm vivoein bestimmtes
Whnt-Signalniveatipedeutend fir den Erhalt von Stamzellnischen zu @eirhnert et al.
2004). Sokonnten aus vieleistammzellnischebestimmtehMSCPopulationen isoliert
werden, die wahrscheinlich nicht nur am Aufbau der Nische beteiligt sind, sondern
auchauf diese regulati einwirken(Alvarez et & 2012.
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2 FRAGESTELLUNG UNBIELSETZUNG

Trotz intensiver Studien zu den einzelnen Komponenten des3\malwegesst bis
heute das genaue Zusammenspieilr fragmentarisch bekanniGerade dieRezeption
des Signalsvirft zahlreicheFragen auf nd die Wirkung der einzelnewnt/FzdLRR
Kombinationenist nur sehr wenig verstanderAufbauend auf den Arbeiten von Dr.
Marisa Karow und Dr. Thomas Kolh&arow 2008Kolben 201}, die zeigen konnten,
dass sich hMSC durch eibasaleWnt/i -CatenirAktivitdt auszeichnen und zudem
neben den beiden Korezeptoren LRP5 und LRP6 zaldhache Mitglieder der Fzd
Familie exprimieren solten in der hier vorliegenderArbeit folgende Frageméher
untersucht werden

1 WelcheWnt-Ligandenwerden in MSC exprimie? Welche Wnt-Expressions
muster zeigensichvergleichendn den Zelllinien HEK293 und HT1080

1 Werden die Inhibitoren des WANeges sFRP1 und WIF1 in hM${EK293
bzw. HT108&ellenexprimiert?

1 Welche Fzdsvirken kanonisch undind damit an der Rezeption eineé/nt/i -
CateninSignals beteiligt?

T Welche Auswirkungen hat eine Uberegpsion eines kanonischen Fzds auf die
Stammzelleigenschafteron hMSC?

Zur Untersuchung dieser Fragestellungen wurden folgdfideelziele formuliert

1. Mittels einer qualitativenRFPCRsollte das Expressionsmuster der Y\nts,
sowie von sFRP1 und WIiRIhMSC, HEK298nd HT1080Zellennaher char&-
terisiert werden.

2. Um relativeAnderungen im Status dannt/i -CateninAktivitat evaluieren zu
kénnen, sollte dasTCF/LEReporterVektorsystemin hMSC etabliertverden
In diesem Kontexsolltendie Zellkulturbedingungen optimiettnd mittels Aki-
vierung und Inhibition desWnt/i -CateninSignalwegeslie TCF/LEReporter
Aktivitat inhMSCrergleichend analysiert werden

3. Zur ldentifizierung kanonischer Fzstsiiten Knockdown und Uberexpressicst
studien in TCF/LEReporterthMSCdurchgefiihrtwerden Fiir die Uberexpress
on sollte hierfiir eine flexible Klonierungsstrategie entworfererden,die einen
methodisch einfacheustausch von Proteitagserméglichen sollte.

4. Neben der Charakterisierung der Ubgpressioneinzelnerkanonischer Fzds
mittels quantitativerRFPCR und WesterBlot solltenzudemdie Auswirkungen
der Uberexpressioauf die WntZielgenexpressio@yclin Dlsowie aufdasPro-
liferationsverhaltender hMSQvaluiert werden.
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3 MATERIALUND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Gerate

Autoklav 3850

Systec GmbH, Wettenberg

Photometer:

Biophotometer

Eppendorf, Hamburg

Mikroplattenphotometer 3408

Mikrotek, Overath

Nanodrop 1000

Peglab, Erlangen

CQ-Inkubator Galaxy S

RS Biotechgngland

Eismaschine

ScotsmanUSA

FlachbettGelelektrophoreseéApparatur

PegLab, Erlangen

GelBilderfassungssystem Intas Gel Imager

Intas, Gottingen

Heizblock Thermomixer Compact

Eppendorf, Hamburg

Image Scanner

Pharmacia, Freiburg

Kuhlschrank (4 °C)

Siemens, Mlinchen

Magnetruhrer IkaCombimag

RCO Janke & Kunkel, Staufen

Mikroskope:
IX50 mit Olympus, Feldkirchewesterham
CCD Kamera Typ 3CCD Sony, Kéln
IX70 mit Olympus, Feldkirchewesterham
POQChamber Pecon, Erbach
SensiCam QE PCO CCD Imaging, Kehlheim

Tempcontrol 322

Pecon, Erbach

Mikrowellenofen R6270

SharpJapan

NeubauefZahlkammer

Plazotta, Minchen

OrbitalschittlerCertomat R

Braun Biotech International, Melsunge

Taumler Bachofer, Reutlingen
PCR Thermal Cycler:
LightCyclef..5 Roche, Mannheim
Mastercycler Gradient Eppendorf, Hamburg
pH-Meter:

Typ 526 mit pH Elektrode

WTW, Weilheim

Pipetusakku

Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt

Proteintransfereinheiten:

Mini Protean Electrophoresis Cell

BioRad, Miinchen

Mini Trans Blot Electrophoretic Transfer C

BioRad, Miinchen

Sicherheitswerkbéanke:

BDK 7419, Modell UVF 6.18S

BDK, SonnenbiH@enkingen
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Herasafe Typ HS12

Heraeus Instruments, Géttingen

Spannungsquellen:

Consort E143

PegLab, Erlangen

Phero Stab. 500

Bachofer, Reutlingen

Stickstofftank Locator 4

Sigma, Taufkirchen

Spectrofluorimeter Safire 2

Tecan, Crailsheim

Tiefkihlgefrierschrank:

Colora UF 8800S {80 °C)

Colora, Lorch

Liebherr Premiuntrrost ¢20 °C)

Liebherr, Ochsenhausen

Transilluminator DarkReader

Clare Chmical Research)SA

VakuumZentrifugatVerdampfer Typ RC 10.9

Jouan, Unterhaching

Vortex Genie 2

Scientific Industries, USA

Waagen:

Analysenwaage, A 120 S

SatoriusGottingen

Technische Waage, MA AF200

Satorius, Gottingen

Warmeschranke:
B30 Memmert, Schwabach
BE30 Memmert, Schwabach
Wasserbader:
WB-14 Memmert, Schwabach

Exatherm U3electronic

Julabo, Seelbach

Wasserdeionisierungseinheit Membrapure

MembraPURE, Bodenheim

Zentrifugen:

Varifuge 3.0 R

Heraeus Sepatech, Minchen

Heraeus Pico 17

Thermo Fisher Scientific, Braunschwei

Eppendorf 5415 D

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf 5415 RKihlzentrifuge

Eppendorf, Hamburg

Universal 32R

HettichZenrifugen, Tuttlingen

3.1.2 Chemikalien und Reagenzien

3.1.2.1 Chemikalien und Materialien fir mikrobiologische Techniken

Ampicillin NatriumSalz

Merck, Darmstadt

Bacto Agar

BD Bioscience, USA

Bacto Hefeextrakt

BD Bioscience, USA

Bacto Trypton

BD Bioscience, USA

Calciumchlorid

Merck, Darmstadt

D-Glucose

SigmaAldrich, Steinheim

Erlenmeyerkolben 50 und 250 ml

Wagner und Munz, Miinchen

Fernbachkolben 1800 ml

Wagner und Munz, Minchen

Glycerin

Carl Roth, Karlsruhe

Kanamycinsulfat

Roche, Mannheim
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Kryoréhrchert,8 ml Nunc, Langenselbold
Magnesiumchlorid Carl Roth, Karlsruhe
Natriumchlorid Carl Roth, Karlsruhe
Petrischalen, Polystyrol 9 cm @ Greiner BieOne, Frickenhausen

Bakterienstamme (Genotypen)

TOP10 (Invitrogen, Darmstadt)

Fmcd mrshscRMSmcBC). ylaczn a mlpcw niecAlarab m o dara-lew 7697
galU galKrpsL (St?) endAlnupD - <

¢tht MmaC¥Y OLYGPAGNRIASYST 51 Nyaidl RGO

F[lad Tn10 (Tef)] mcrA pn(mrr-hscRMSmer. / 0 lacZgMiL5 placX74recAlaraD139
n(ara-leu)7697galu galK rpsLendA1 nupG

K12 JM109 (NB):

F" traD36 proA'B" lad n(lacz)M15/ n(lac-proAB) ginv44 ela gyrA96 recAl relAl
endAlthi hsdR17 Nal

K12 ER292NEB):

ara-14 leuB6 fhuA31 lacY1l tsx78 gInV44 galk2 galT22 mcrA dcm6 hisG4 rfbD1
REgt210::Tri0)TetSendAl rpsl136daml3:: Tn9xylA-5 mtl-1 thi-1 mcB1hsdR2 Carfd

XL10Gold (Stratagene):

Tetn(mcrA)183n(mcr CBhsdSMRmrr)173endAl sup E44 thil reA1gyrA96relAllac
Hte[FproABlad?ZnM15 Tnl0(Tef) Amy Carf

3.1.2.2 Chemikalien und Materialien fir molekularbiologische Techniken

Die eingesetzted KSYA {1l f ASy KFGGSy tfS RSy Fylfeafi
Reaktions oder KulturgefalRe, sofern nicht steril bezogen, wurden bei 121 °C und 1 x
10° Pa Uberdruck fiir 2Min autoklaviert.

Antarctic hosphatase New England Biolabs (NEB), Frankfu
Biozym LE Agarose Biozym, Hessisch Oldendorf

I -Mercaptoethanol SigmaAldrich, Steinheim

Calf intestindPhosphatas€CIP) NEB, Frankfurt

CyQUANT Cell Proliferation Assay Kit Invitrogen, Darmstadt
DNAAuftragspuffer 6x Fermentas, Si_eonRot

DNALeiterll Ultra low range Peqglab, Erlangen
DNAMolekulargewichtsmarkeGenerulerl kb Fermentas, Si_eonRot
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dNTPs NEB, Frankfurt
Ethanol Merck, Darmstadt
Ethidiumbromid SigmaAldrich, Steinheim
Gelextraktionskit MinElute Qiagen, Hilden
HiSpeedPlasmidMaxi Kit Qiagen, Hilden
HiSpeed Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden
Isopropanol Merck, Darmstadt
KlenowEnzym Roche, Mannheim
LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green | Roche, Mannheim
LightCycler TagManMaster Roche, Mannheim
Natriumacetat Merck,Darmstadt
Phase Lock Tubes Eppendorf, Hamburg
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol Carl Roth, Karlsruhe
PegGOLD Plasmid Miniprep Kit | PegLab, Erlangen
PhusionFlash HigkridelityDNA Polymerase Finnzymes, Finnland
PhusiorHigh-FidelityDNA Polymerase Finnzymes, Finnland
QIlAshredder Qiagen, Hilden
QuantitectReverg TranscriptiorKit Qiagen, Hilden
Restriktionsenzyme NEB, Frankfurt
RNa&eA Carl Roth, Karlsruhe
RNeasy Minkit Qiagen, Hilden
T4DNA Ligase Roche, Mannheim
Taq DNA Polymerase QiagenHilden
TOPGTACIoningKit Invitrogen, Darmstadt
Vektoren

Klonierungsvektor: pCR2TIOP{Invitrogen,Darmstadi

Dieser Vektor erlaubt eine vereinfachte Klonierung von-P@Rukten. Dabei macht

man sich die terminale Nukleosidtransfera&ktivitat der TagPolymerase zu Nutze,

welche bevorzugt Matrizennabhangig Adenosia 2 f S1 Nf S -Ehdg anRdngi. o W
Der pCR2.ITOPOf A S3(i KASNDSA f Ay S| NADeso&tNgmidid2 NJ Y A
Rest und einer kovalent gebundenen Topoisomerase |, welcheigi#ion derdurch

die TagPolymerase generierten P&Rodukte katalysiert. Erfolgreich transformieiie

coliKlone kénne Uber die Resistenzgene fur Ampicillin oder Kanamycin mit dén en

sprechenden Antibiotika selektioniert werden.
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pPCR2.1 TOPO (3930bp)

Abb. 6 Vektorkarte von pCR2:TOPO

MCS:multiple cloning siteLacz: i -Galaktosidase Reportergen, f1 OridgiinzelstrangReplikationsursprung, K&n
KanamycirResistenzgen, ArﬁpAmpiciIIinResistenzgen, pUQrigin: PlasmidReplikationsursprung.

pN3 (BClontech, USA)

Dieser Uberexpressionsvektor ging aus dem Vektor pB@RRN der Firma BD @lo
tech hervor undwurde im Rahmen der Doktorarbeit von Dr. Marisa Karow erstellt.
Dabei wurde durch Restriktionsverdau rBianmHI undNotl die kodierende Sequenz fur
dasenhanced green fluoresceprotein (eGFpausgeschnitten. Nach einer Auffilliea
tion durch das KlenovEnym wurde der Vektor religiertUber das Antibiotika
Resistenzgen konnen sowoll coliKlone, welche das Plasmid tragen, mit Hilfe von
Kanamycin als auch stabil transfizierte eukaryotische Zellen mittels Neomycinaelekti
niert werden.

MCS  sv40poly-A

cMV Promo

pN3
(3996 bp)

F10rigin

l SV4Q Promotor

pUC Origin EY Sv40origin

Kan®f/Neo®
HSV-TK Poly A

Abb.7: Vektorkarte von pN3.

CMV£Promotor: Humaner Cytomegalievirus Promotor MQS8ultiple cloning site SV40 PobA: Polyadenydi-
rungssignal des Polyomavirus SV40, f1 Origin: EinzeldRaplikationsursprung, SV40 Origin: Polyomavirus SV40
Replikationsursprung, K&iNeo® Kanamycin/NeomycHResistenzgen, HSMK PobA: Polyadenylierungssignal der
Thymidinkinase des Herpes simplex, pOi@in: PlasmidReplikationsursprung.

pN3Wnt3a

Der Uberexpressionsvektor pN8nt3a entstammt ebenfalls ausler Arbeit von Frau

Dr. Karow. Hierbei wurde die kodierende Sequenz des humanen Wnt3a durch eine PCR
mit cDNA aus humanen Plazentenals Matrize gewonnen. Uber eine TOP®
Klonierung wurde das Amplikon zur Sequenzierung in dektor pCR2.1ITOPO ¢

bracht. Nach Sequenzprifung durch Sequenzierung erfolgte die Umklonierung in den
pN3Vektor.
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HSV-TK Poly A

pUC Origin

Kan®/Neo®

pN3-Wnt3a
5012 bps

CMV Promotor
SV40 Origin

SV40 Promotor

MCS

f1 Origin

SV40Poly A MCS

Abb. 8: Vektorkarte des pN3Vnt3a.

CMVtPromotor: Humaner Cytomegalievirus Promotor MQ@&ultiple cloning site SV40 PobA: Polyadenydi-
rungssignal des Polyomavirus SV40, f1 Origin: Einzeld®eplikationsursprung, SV40 Origin: Polyomavirus SV40
Replikationsursprung, K8Neo® Kanamycin/NeomychResistenzgen, HSMK PolA: Polyadenylierungssignal der
Thymidinkinase des Herpes simplpkGOrigin: PlasmidReplikationsursprung.

pN3-Fzd8

Analog zur Klonierung von Wnt3a wurde die kodierende Sequenz von Fzd8 in den
Uberexpressionsvektor pN3 eingebracht. Auch hier erfolgte dies tUber den Zwische
schritt einer TOPQ AKlonierungKolben et & 2012 Lechner 2011

pUC Origin
CMV Promotor

HSV-TK Poly A MCS

pN3-Fzd8
Kan/Neo* 6047 bps

Fzd8
SV40 Origin

SVv40 Promotor

f1 Origin

SV40 Poly A

Abb. 9: Vektorkarte des pN3dzd8

CMVtPromotor: Humaner Cytomegalievirus Promotor MQ@8ultiple cloning site SV40 PolA: Polyg
denylierungssignales Polyomavirus SV40, f1 Origin: EinzelstReglikationsursprung, SV40 Origin: Polyomavirus
SV40 Replikationsursprung, Kéteo™ Kanamycin/NeomyciResistenzgen, HSRK PolyA: Polyadenylierungssignal
der Thymidinkinase des Herpes simplex, figin:PlasmidReplikationsursprung.

pN3-attB

DasGrundgerust des pNattB stellt wie beschrieben der Vektor pEGRBdar. Zusat-

lich wurdeim Rahmen der Doktorarbeit von Dr. Jirgen H@&ldie attB-Sequenz aus
dem Genom desBakteriums Streptomyces coelicolotiber die singulare Asd-
Schnittstelle des pN¥ektorsin denselben eingatacht (Hoelters 2009 Mittels diese

291 bplangenSequenz wird eingerichtete stabile Transfektioq katalysiertdurch die

F C3kintegrasec in pseudoattP-Sequenzen des eukaryotischen Genoms ermdéglicht
(Thyagarajan et al. 2001
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MCS

CMV Promotor

attB-Sequenz f1 Origin

pN3-attB

(4293 bp) l SV40 Promotor

pUC Origin SV40 Origin

Kan®/Neo®
HSV-TK Poly-A

Abb.10: Vektrkarte von pN3attB.

attB-Sequenz:bakterielle Bindungsstelle, CMRfomotor: Humaner Cytomegalievirus Promotor, M@&iltiple
cloning site SV40 PobA: Polyadenylierungssignal des Polyomavirus SV40, fl1  Origin: Einzelstrang
Replikationsursprung, SV4Origin: Polyomavirus SV40 Replikationsursprung,R/KlanP‘. Kanamycin/Neomycin
Resistenzgen, HSNK PolyA: Polyadenylierungssignal der Thymidinkinase des Herpes simplexQnghC Plasmid
Replikationsursprung.

pCMVInt

Dieses Plasmid wurde von Frau Pif.Michele CalogDepartmentof Genetics Stan-
ford University, USAbereitgestellt. Es gestattet die konstitutive Expressitan F 31-
Integrase unter Kontrolle eines CMRfomotors, die wiederum die stabile Transfektion
von attB-Sequenzragenden Plasmidemnermittelt (Thyagarajan et al. 20Q0.1Eine 8-
lektion mittels Ampicillin hinschtlich Plasmidtransformierter E. coliBakterien ist
durch das auf dem Vektor kodierte AmpicHResistenzgen ermoglicht.

CMV-Promotor

OC31-Integrase

pCMV-Int o
pUC Origin

(6230bp)
loxP-Sequenz

AmpF
5V40 Poly-A

f1 Origin

Abb.11: Vektorkarte von pCMMnt.

F C3tintegrase: Integrase des PhagénC31, CMWPromotor: Humaner Cytomegalievirus Promotor, pOin:
PlasmidReplikationsursprung,loxRSequenz: LoxPRekombinationssequenz, Aﬁ)pAmpicillinResistengen, fi
Origin: Einzelstrangeplikationsursprung, SV40 RélyPolyadenylierungssignal deslyomavirus SV40.

pN3-BARI(-cateninactiveresponsé und pN3fuBAR foundunresponsiviBAR)

Als Grundgeriist kam auch hier wieder der pdi8erexpressionsvektor zum Einsatz.
Zuerst wurde mitHindll und Xbd die kodierende Sequenz der Gaudsigiferase nti

einer Lange vor614 bp aus dem Vektor SUPER8TOP geschnitten, um diese mittels
einer Ligasdreaktion mit einem tUbeHindll undXbd getffneten pN3avektor zu ve
knupfen. Im zweiten Schritt wurde der CNPWvomotor des pN3/ektorsausgetauscht
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Zum einen mitder BAR und zum anderen fur einen Kontrollvektor mit der fuBAR
Sequenz aus dem pGB&R bzw. pGL3uBARVektor, die freundlicherweise von Prof.
Dr. Randal T. Moon (Departmenf Pharmacology, Universitgf Washington, USA)
bereitgestellt worden waren. i@ BARSequenz besteht aus 12 Wiederholungen von
TCF/LEBIindestellen mit der Konsensussequer@AN CAAAGGvelche durch unte
schiedlich zusammengesetzte Spacersequenzen (4 bp) voneinander getrennt sind
(Biechele und Moon 20Q8Damit steht die Gausslauciferase unter direkter Kontrolle
der Transkriptionsfaktoren TCF/LEF un@atenin Uber die Expression der Gaussia
Luciferase kann somit die Wht{CateninAktivitat von pN3-BARtranfizierten Zden
quantifiziert werden. Deshalb wird im Weiteren das pBI8RPlasmid als TCF/LEF
ReportergerKonstrukt bezeichnet. Im Kontrollvektor pNIBBAR liegen diese TCF/LEF
Sequenzen mutiert vorAGGCCAAAGGvodurch ein Binden der Transkriptionsfakt
ren TCF/LE&Ndi -Catenin unterbleibt. Beide Vektoren wurden von Frau ClaudiB-Gei
ler und Frau Dr. Marisa Karow generiert.

SV40 Poly-A pUCOrigin

Gaussia-Luciferase
SV40 Promotor

‘ SV40 Origin
=

C"\"’“"’min pNa-BAR

(pN3-fuBAR)
(4201 bp)

Bar-Sequenz
(fuBAR-Sequenz)

Kan®/Neo®
f1 Origin

HSV-TK Poly-A

Abb. 12: Vektorkarten der Vektoren pNBAR und pN3uBAR.

BARSequenzi -cateninactiveresponsefuBAR found unresponsive BARGaussid_uciferase: Luciferase aGats-
sia princeps CM\(;i,: Minimaler humaner Cytomegalievirus Promotor, SV40 -RolPolyadenylierungssignal des
Polyomavirus SV40, pu@@igin: PlasmidReplikationsursprung, SV40 Origin: PolyomavirusOSRdplikationst
sprung, KaiNeo™ Kanamycin/NeomyciResistenzgen, HSMK PobA: Polyadenylierungssignal der Thymidiakin
se des Herpes simplex, f1 Origin: Einzelstf@eglikationsursprung.

FrizzledExpressionsvektoren

Die inTab.2 aufgefiihrten Expressionsplagte dienten zum einer in unterschiedt
chen Verdunnungen als Standards fur die quantitative ffCR und zum anderen als
Matrize fur praparative PCRs der Bzdzur Umklonierung in den pN3
Uberexpressionsvektor. Als Vektorriickgketmen in den Konstrukten von Origene
(Rockville, USA) der pCM¥&4 (4704 bp), der pPCMML5 (4479) und der pCMMGL4
(4480) zum Einsatz. Im Fall des-K®hs von Fzdbezogen von deFirma Imagene
(Nottingham, GrolR3britannien)ient der pOTB7 als Vektorrickgratur der Rezeptor
Fzd8 wurde nicht kommerziell erworbersondern lag schon kloniertm pN3
Uberexpressionsvektor vgkechner 201)L
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Vektorbezeichnung | Vektorriickgrat | Insert (bp) | Antibiotika-Resistenz Herkunft
Fzdl |SC117910 pCMV6EXL4 4300 Ampicillin Origene
Fzd2 | SC127603 pCMV6XL4 2170 Ampicillin Origene
Fzd3 | SC107940 pCMV6XL5 3900 Ampicillin Origene
Fzd4 | SC115479 pCMV6XL6 4700 Ampicillin Origene
Fzd5 | SC117952 pCMV6XL4 2500 Ampicillin Origene
Fzd7 |IRAUp969F0465D |pOTB7 3061 Chloramphenicol Imagene
Fzd8 | pN3-Fzd8 pN3 2085 Ampicillin Labor AG Neth
Fzd9 |SC117912 pCMV6XL4 2000 Ampicillin Origene
Fzd10| SC115678 pCMV6EXL4 3000 Ampicillin Origene

Tab.2: FzdVektoren

Oligonukleotide fur Klonierung en und PCR

Klonierungerfir die Ligation in da¥ektorriickgrat pN3

Mit Hilfe der in derTab. 3 aufgefuihrten Oligonukleotidevurden Fzdi und Fzd5
Amplikons zur Klonierung in den pN3berexpressionsvektorgeneriert In beiden
Fallen trugen daftur die Oligonukleotide in derward-PrimerSequenz die Schnittdte
le fir das Restriktionsenzyhiindll und in derreversePrimerSequenz fir das Redtri
tionsenzymSpé.

Kloniertes Gen Bezeichnun Forward-PrimerSequenz Produkt
(GenBankD) g ReversePrimerSequenz (bp)
Fzd1 Cloning_Fzd1_f | p WAGCTATGSCTGAGGAG®AY 1956
(NM_003505) Cloning_Fzd1l_r | p WCTAGTCAGACTGTAGTCTCGE®T

Fzd5 Cloning_Fzd5_f | p-WAGCTATGGCTCGGCCTGACCEAYC 1770
(NM_003468) Cloning_Fzd5_r | p-WCTAGTTACACGTGCGACAGGGAECAC

Tab.3: Oligonukleotide zur Generierung der Fzdind FzdSKonstrukte im pN3Ruckgrat.
Die Schnittstellen fur die Restriktiomsgyme sind in kursiver Schriftart und Stoppkodon sindett hervorgelo-
ben.

Oligonukleotide zur Erstellung des pN8iToiGoiSignal Sequencaf interest; Tagof
interest; Gen®f interest

Um eire Klonierungn modularen Schritten zu ermdglichewurden mittels der Se
ToiGoiSequenz 6 Erkennungsstellen fir selten schneiddéteriktionsenzyme in den
pN3-Uberexpressionsvektor eingebracht. Dies wurde (ber die SchnittstelleXHdr

und EcoRan den Enden der Oligonukleotide bewerkstel(igbb.13). Die Restriktios-
schnittstellen fur die selten schneidenden Restriktionsenzyme sind dabei getrennt
durch Spacersequenzenlie zusammen mit den Schnittstellen und den klonierten
DNAFragmenten in einem Leserahmen liegen. Das Startkodon undtdppk8don
sindgelb hinterlegt
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ctctgg cgatcg gtctgccage
tac tg gccatcgect aattaattga gaccgetage cagacggtcg

taa tgagaatt cttgacg
att actcttaa gaactgc
ng snyv - e flt

Abb. 13: SoToiGeFragment zuiGenerierung einer flexiblerloning siteim pN3-Vektor.

Dargestellt ist die DN&equenz des SoiToid&iagments, welches durch Hybridisierung zweier Oligonukleotide
generiert wurde. In blau sind die Erkennungsstellen der Restriktionsenzyme eingezeintgréin sind die Amo
sauren dargestelltStart und Stoppkodon sind gelb hinterlegt.

Oligonukleotide fiir Klonieruram im Vektorriickgrat pNSoiToiGoiSignalsequenz

Uber de in Tab.4 aufgefiihrten Primer wurden mittels einer PCR 8ignalsequeren
von Fz& bzw. Wnt3azur spateren Klonierung in den pM®iToiGoi generiert. Die
forward-Primer tragen hierbei die Schnittstelfiir das RestriktionsenzyAgd und die
reversePrimer die Schnittstelle flfPad.

. Forward-PrimerSequenz Produkt
SR sty ReversePrimer-Sequenz (bp)
Fzd5 Fzd5Soifor p WGATGCCGGICTCGGCCTGACCCATBCGKC 101
(NM_003468) | Fzd5Soirev p @CAGATTAATTABGCGGCCGCCCGGCCEAT!
Wnt3a Wnt3aSoifor | p WGATGCCGGATGGCCCCACTCGGATACHT 101
(NM_033131) | Wnt3aSoirev | p-BCAGAGTAATTABGACCACCAGATCGGGDHA®

Tab.4: Oligonukleotide zur Generierung des pNZd5Soi und des pN3Vnt3a-Soi.
Das Startkodon ideett hervorgehoben und die Erkennungssquenzen fir die Restriktionsenzyme sinddargsiv

stellt.

Oligonukleotide fiir Klonierungen im Vektorriickgpid3-Fzd5Soi und pN3Nnt3a-Soi

Mittels der flexiblen Klonierungsstrategie wurden Fzd1, 3, 5, 6 und 7 sowie Wnt3 und
Wnt3a in die pN3Jberexpressionsptamide mit den entsprechenden Signalsequenzen
eingebracht. InTab.5 sind die dafiir notwendigen Primer aufgelistet, dmward-
PrimerSequenzen zeichnen sich hierbei durch eine Erkennungsstelle fur das Restrikt
onsenzynPmd und dierevere-PrimerSequenzen durch einek&nnungsstelle fur das
Restriktionsenzymcl aus.

. Forward-Primer-Sequenz Prod.
SR Becs Y ReversePrimer-Sequenz (bp)
Fzdl Fzd1Goifor p BCCGGABTTTAAAETCCGGGCCCAGGCGGOGBEG 1763
(NM_003505) | FzdtGoirev p-PCATANACGTTCAGACTGTAGTCTCCCCTTGTIT &L
Fzd3 Fzd3Goifor p - BCGGABTTTAAACACAGTTTGTTTTCTTGTGARC 1961
(NM_017412)| Fzd3Goirev p-PCATANACGTITAAGCACTGGTTCCATGTWC
Fzd5 Fzd5Goifor p - BCGGABTTTAAABCGTCCAAGGCCCCGGHGHG 1703
(NM_003468) | Fzd5Goirev p-PCATAMACGTTACGTGCGACAGGGACACCT®BCHT(
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Fzd5 Fzd5Goirev

(NM_003468) | mit Stopp intern p-PCATAANACGTCTACACGTGCGACAGGGACA®CYPG( 1706
Fzd6 Fzd6Goifor p CCGGABTTTAAATACAGTCTCTTCACCT@GTSBA 2093
(NM_003506) | FzdéGotirev p -PCATAANACGTICAAGTATCTGAATGACAAGC

Fzd7 Fzd7ZGoifor p CCGGABTTTAAATAGCCGTACCACGGAGAGWA 1655
(NM_003507) | Fzd#Gotrev p -PCATAANACGTICATACCGCAGTCTC@CEC

Wnt3 Wnt3-Gotfor p BCGGABTTTAAAGGCTACCCAATTTGGT@GPC 1048
(NM_030753) | Wnt3-GoiHev2 | p-PCATAACGTTCCCAGCGCCCTGGTGCEGTA

Wnt3a Wnt3a-Goifor p BCGGABTTTAAATTGGCTGTTGGGCCACAGITA 1007
(NM_033131) | Wnt3a-Gotrev | p-PCATAAACGTCTTGCAGGTGTGCACGTGGHA

Tab.5: Oligonukleotide mit deren Hilfe dieFzd bzw. Wnt-Sequenzen zur Klonierung generiert wien.
Kursiv sind die Erkennungsstellen der Restriktionsenzyar&iert, das Stoppkodon idett hervorgehoben.

Oligonkleotide fiirdie Klonierung der HAags

Alle in Abb. 14 dargestellten HAags gingen aus der Hybridisierung zweier koepl
mentarer Oligonukleotide hervor. Mit Hilfe der Uberhange an den hybridisierten
Fragmenten wurden dieselben in die jeweiligetetexpressionskonstrukte eigg
bracht. Die Sequenz des H#gsin den Oligonukleotiden entspricht auf Proteinebene
folgender Aminosaur&equenz: YPYDVPDYA.

A

1 ggcaaccggt atatccgtac gatgtaccag actatgcggg atccg
ttggcca tataggcatg ctacatggtc tgatacgccc taggcccg
qp Vv ypy dvp dya gs

1 ggccgcetgcea tatcecgtacg atgtaccaga ctatgccatg gatce
cgacgt ataggcatgc tacatggtct gatacggtac ctaggccgg
aaa ypy dvp dya m d

C Pvul Swal
1 cggagcge ctaccectac gacgtgeceg actacgecag cggegatit
tagcctcgeg gatggggatg ctgcacgggce tgatgeggte gecgetaaa
rs a ypy dvp dy a sgd

Abb. 14: Sequenzen deN-terminalen HAtags.

In blau sind die Erkennungsstellen der Restriktionsenzyme eingezeichnet. In griin sind die Aminosauren dargestellt.
Die Sequenz des HAgsist hervorgehoben.

A) HAtag, derinden pN& T Rm N 6-GbkrhaRge fir dig $chnittstellecoO10Bkloniert wurde.

B) HAtag, welcherinden pN& T Rp N 6-@birhaRge fir die $chnittstellot! kloniert wurde

C) Dieser Hfag 6 dzNR S N 6 -SbethaRd@iy dieoSehnittstellePvd sowie demstumpfen Ende einerSwa-
Schnittstelle in die pNSoiToiGeKonstrukte eingebracht.
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Oligonukleotide fiir die quantitative und semiquantitative-RCR

Die inTab.6 aufgefuihrten Oligonukleotideind die zugehdrigen Sondewurden tber
die Softwareprobe finderermittelt, welche Uber die Interrtprasenz von Roche alfru
bar ist (http:/gpcr.probefinder.com/organism.jsp Siesind Teil deSfagManSystems
von Roche, auf welches im Abschnitt Uber die quantitativePRR(siehe 3.2.2.16§

naher eingegangen wird.

. Bindungsregion .

GenBankiD EZ:/V;?Q;::;“;E'SS:%U;”ZZ der Primer ﬁ)m)p s Sonde
g aufder mRNA P

Fzd1l p ‘@PAGAACACGTCCGACAAGG 11011119 72 38
(NM_0035015) | p BTGCTGAGGGTTGCTFG@T 11551172
Fzd2 5-CCATCCTATCTCAGCTACAAGITT(Q 754779 360 1
(NM_001466) | 5-GCAGCCCTCCTTCTT&GTG 10951113
Fzd3 5-GGCAGCCTCCACAGAICA 2237-2254 86 o5
(NM_017412) | 5-GACATGCTGCCATGAGGIAG 23032322
Fzd4 5-ACACCGCTCATCCAGTACG 553571 73 19
(NM_012193) | 5-TGCACATTGGCACATAAXCA 606625
Fzd5 5-CCTGGAGGTGCACCAGTT 602619 86 29
(NM_003468) | 5-TGGGCGTGTACATAGAGCAT 668687
Fzd6 5-GAAGCAAAAAGACATGCACKGA 17601781 78 23
(NM_003506) | 5-TTCGACTTTCACTGATTGGATCT 18151837
Fzd7 5-AAGCGGTTTGGATGAAABGA 19761995 68 4
(NM_003507) | 5-GATTCACATCGCCGTTATCA 20242043
Fzd8 5-CGGTCATCAAGCAACAGGA 15401558 87 78
(NM_031866) | 5-TGTAGAGCACGGTGAACAGQG 1607-1626
Fzd9 5-GGTCCTGACGCTCAEELTG 12251242 92 71
(NM_003508) | 5-AGGCAGCCATGTGGAAATAG 12971316
Fzd10 5-TTGGTTTTCCAGCGARGG 24002417 62 o5
(NM_007197) 5-CCACAAATTAGTTACACAAGAGECl 24362461
Wntl 5-CGAGTGCAAGTGGCA@TYC 471-489 105 1
(NM_005430) 5-AACGCCGTTTCTCGACAG 558575
Wnt2 5-CGAGGTCAACTCTTCAT®GRYG 363383 72 o5
(NM_003391) 5-GGCACATTATCGCACATCWC 415434
Wnt2b 5 -TGTAGAGAGTAATCCATAGGGACH 12391264 63 20
(NM_024494) | 5-AACTCCTTCCCAGGGCTANG 12821301
Wnt3 5-GGCTGTGACTCGCATCATWA 436455 87 11
(NM030753) 5-CACTAACACGCCGAAGTCHG 503522
Wnt3a 5-GGCTTTGGAATGCTGCAG 20352052 73 73
(NM_033131) 5-CAGGTGGGTGGTCAAAGLC 20902107
Wwnt4 5-AGCCCTCATGAACCTQCWC 653671 64 4
(NM_030761) | 5-CACCCGCATGTGTGIECAG 699716
Wnt5a p @CCGATTTAGCAGTGT@ABC 4817-4836 72 1
(NM_003392) p-PTCTTGTATTGGGAAGATCTOGIAA | 48654888
Wnt5b 5-ATGGACGGGTGACAGAGHE 110127 112 37
(NM_030775) | 5-AGCAGAGCAGCCGTGAAIC 204221
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Wnt6 5-GGTGCTGCGTAGTACAGTEC 12591278 o5 70
(NM_006522) | 5-TGCGCGAAGTCAGTCTAGC 13351353

Wnt7a p BATGAACTTGCACAACAACHA 842-862 75 -
(NM_004625) | p-PGGCACTTACATTCCAGEIC 893913

Wnt7b 5-CGCCTCATGAACCTG@ATA 629647 61 A
(NM_058238) | 5-GCTGCATCCGGTCCECPA 672689

Wnt8a 5-GGAGCTGCAGCATACAGAGA 565584 84 -
(NM_058244) | 5-CCTGGTCATACTTGGGETIT 629648

Wnt8b 5-TGTGATGACTCCCGGAAC 454471 130 a7
(NM_003393) | 5-CCGTGCATCCTGTC@T@ET 568585

Wnt9a 5-CTGAAGCTGGAGCGGAAS 195212 115 -
(NM_003395) | 5-CAAAGCGGAACTGGAAC TG 291-309

Wntob 5-GTAAGTGCCATGGCGTATEA 666685 9% -
(NM_003396) | 5-AGCGCAGTTTCAGCAECET 744761

Wnt10a 5-GGGTGCTCCTGTTCTTGCHA 542561 80 21
(NM_025216) | 5-GAGGCGGAGGTCCAGAAT 604621

Wnt10b 5-GGCAAGCTGGTGAGGT @T 761778 100 1
(NM_003394) | 5-ACTCTTGCCTCGGGA@AET 844862

Wnt11 5-TGTGCTATGGCATCAAGT GG 185204 108 78
(NM_004626) | 5-GCACCTGTGCAGACAEGA 275292

Wnt16 5-ACACCACGGGCAAAGAAR 823840 89 1
(NM_057168) | 5-TGACATCAACTTGGCGACAG 892911

sFRP1 5-GCTAGAACAAGGTCTCCTGATCC | 15651587 114 -
(NM_003012) | 5-AAGGAAAGCCACACAGCTAGA 16581678

WIF1 5-TGCCTCACAAGGCATQAGT 525543 108 &7
(NM_007191) | 5-TGTTGCCTTCAGAATTCATAAZA | 610632

GAPDH p WGCCACATCGCTCAGACAC 83101 66 60
(NM_002046) | p BCCCAATACGACCAAATEC 130-148

Tab.6: Oligonukleotide unddie zugehdrigerSonden die tber die Softwargrobe finderermittelt wurden.

Oligonukleotide fur die Sequenzierung

Fir die von der Firma MWBiotech durchgefiihrten Sequenzierungen wurden die in
Tab. 7 aufgefiihrten Oligonukleotideverwendet. Hierbei wurden die CMdr- und
M13-rev-Primer von MWGBIiotech gestellt. Alle anderen Primer wurden mit der zu
sequenzierenden DNA zusammam die Firma MW&Biotechgesendet.

CM\#or 5-CGCAAATGGGCGGTAGGQGYG
Fzd6 interrfor 5-AGTGATGAGCTAGAGTI@@GC
M13-rev 5-CAGGAAACAGCTAT®AE
pCR2.1Fzd5 Seq p WTTCTGAAGGAGTCAGAKE
pCR2.1Fzd1 Seq p -WGAAGCGCAGCTCETE
pN3-Segrev2 5-CAAGTTAACAACAACAATT@QC
pN3-GorSegfor 5-TCGGTCTGCCAGGCGGELC

Tab.7: Zur DNASequenzierung verwendete Oligonukleotide
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3.1.2.3 Chemikalien und Materialien ftr zellbiologische Techniken

DMEM mit 2 mM IGlutamin, 4,5 g/l Glukose

PAA, Osterreich

DMSO

Carl Roth, Karlsruhe

Ethanol

Merck, Darmstadt

Einfrierbox

Nalgene, USA

FCsSfétal calf serum)

PAA, Osterreich und
SigmaAldrich, Steinheim

Geniticin PAA, Osterreich
Isopropanol Merck, Darmstadt
LiCl SigmaAldrich, Steinheim

Lipofectamine 2000

Invitrogen, Darmstadt

MEM alpha mit {Glutamin, ohne Nukleoside

PAA, Osterreich

Nutridoma

Roche, Mannheim

Phosphate Buffered Sali(leBS)

PAA Osterreich

Penicillin/Streptomycin

PAA, Osterreich

PolyD-Lysin

Upstate, USA

PolystyrolReaktionsgefaR3é und 14 ml)

BD Falcon, USA

SsiRNAPuffer Qiagen, Hilden
TrypsinEDTA, 10 x Losung PAA, Osterreich
ZellkulturgefalBe (T25, T75) Corning, USA
Zellkulturplatten (6, 12, 24, 96well) Corning, USA

siRNA-Sequenzen

In nachfolgenderTab. 8 sind die einzelnen siRNAligonukleotide sowie deredielt
Sequenzen in den entsprechenden Gemtamgestellt Im Fall von Fzd8 wurden 2-u
terschiedliche siRN®Iligonukleotide eingesetztim die Effizienz der RNKterferenz
zu maximieren. Alle siRNAs wurden von der Firma Qiagen (Hilden) bezogen.

ZielSequenz

Zielgen (GenBank ID) SnseSequenz

Position der Ziele-
quenz auf der mRNA

AntisenseSequenz

negativcontrol (nc)

5-r(UUCUCCGAACGUGUCACGU)A(TT)
5-r(ACGUGACACGUUCGGAGAA)A(TT)

APC (NM_000038)

5-AATGAGAGCACTGATGATHAA
5-((UGAGAGCACUGAUGAUAAA)KTT)
5"-((UUUAUCAUCAGUGCUCUCA)XTT)

32753293

3-Catenin (NM_001904)

5-AATGGTTGCCTTGCTCA/SCAA
5-((UGGUUGCCUUGCUCAACAA)B(TT)
5-((UUGUUGAGCAAGGCAACCA)S(TT)

11111131

Fzd1 (NM_003505)

5-(AAGCACGGACATCGCGTATAA)
5"-((GCACGGACAUCGCGUACAARI(TT)
5-r((UUGUACGCGAUGUCCGUGCY(TT)

784-800
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5-(AACGGTCTACATGATCAAXTA) 18001819
Fzd2 (NM_001466) 5-r(CGGUCUACAUGAUCAAAUA)ERTT)
5-r(UAUUUGAUCAUGUAGACCG)TT)

5-(AATGCCAAGATTTGCCTTATA) 635653
Fzd3 (NM_017412) 5-r(UGCCAAGAUUUGCCUUAUA)YKTT)
5-r(UAUAAGGCAAAUCUUGGCA)HTT)

5-(AACCATTGTCATCTTGATIAT) 13871407
Fzd4 (NM_012193) 5-r(CCAUUGUCAUCUUGAUUAU)RTT)
5-r(AUAAUCAAGAUGACAAUGG)ERTT)

5-(AATCCTCTGCATGGATTAEAA) 844862
Fzd5 (NM_003468) 5-r(UCCUCUGCAUGGAUUACAA)S(TT)
5-r(UUGUAAUCCAUGCAGAGGAYK(TT)

5-(AACAAGAAACTTTGACAGRAA) 20652082
Fzd6 (NM_003506) 5"-r(CAAGAAACUUUGACAGAAA)RTT)
5-r(UUUCUGUCAAAGUUUCUUG)ERTT)

5-r(AAGGAAATGTAAGAGGTTBTG) 28562876
Fzd7 (NM_003507) 5-r(GGAAAUGUAAGAGGUUUUG)ERTT)
5-r(CAAAACCUCUUACAUUUCC)B(TT)

5- AACTCTGTGCATGGACTACAA 440-460
Fzd8 #1 (NM_031866) 5-r(CUCUGUGCAUGGACUAGEA)3
5-r((UUGUAGUCCAUGCACAGAR

p WAGTACTTCATGTGCCTAGPA 17701789
Fzd8 #2 (NM_031866) 5-r(GUACUUCAUGUGCCUAGUA)&(TT)
5-r(UACUAGGCACAUGAAGUAGTT)

Tab.8: Zusammenstellung deverwendeten siRNAs

Saugetierzellen

HEK293 (Invitrogen, Darmstadt)

Die HEK29Zelllinie ging 1973 aus der gerichteten Transformation von humandn em
ryonalen Nierenzellen mit DNFragmenten des Adenovirus 5 hervor (Graham et al.
1977). Die immortalisierteedllinie ist im Karyotyp hypotriploid, besitzt Epithelzedeh
rakter und wachst adhérent.

hMSCP (Prockop)

Die verwendeten hMSC wurden von der Arbeitsgruppe von Prof. Darwin Proakop (T
lane University, New Orleans, USA) aus dem oberen Beckenkamm&inakchen 27

Jahre altenSpenders isoliertNachDichtegradientenzentrifugatioerfolgte die Anrei-
cherungder hMSCGSubpopulationdurch selektive Adhasioan Plastik (Sekiya et al.,
2002). Im selben Labor wurde auch die Differenzierungskapazitat der hMSCost die
teogene, chondrogene und adipogene Richtwxgerimentellbestétigt. Das Expreiss
onsprofil nach einer durchflusszytometrischen Analyse zeigte, dass die Zellen positiv
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fur CD29LCD44CD49cCD49f, CD59, CD90, CD105, CD14 Citb6raren. Dagegen
konntekeine Expression va@D34CD36CD45 undCD117 detektiert werden.

HT1080

Die Tumo#Zelllinie HT1080 entstammt der Biopsie eines wenig differenziertero+ibr
sarkoms, das bei einem 35jahrigen weil3er Hautfarbe diagnostiziert wurde. Vollstandig
charakterisiert wurde die adharent wachsende Zellliaistmals1974 (Rasheed et al.

1974,

3.1.2.4 Chemikalien und Materialien fir proteinchemische Techniken

Acrylamid: Bisacrylamid (371):

Carl Roth, Karlsruhe

APS Carl Roth, Karlsruhe
BCAssay Interchim, Frankreich
Bromphenolblau Serva, Heidelberg

BSA Carl Roth, Karlsruhe
DTT Carl Roth, Karlsruhe

ECL Plus Western Blotting Detektionsreagenz

GE Healthcare, USA

Gaussia Luerase Assay Kit

NEB, Frankfurt

Gaussialuice PJK, Kleinblittersdorf
Glycin Carl Roth, Karlsruhe
Hypercasette GE Healthcare, USA
Hyperfilm ECL GE Healthcare, USA
lodacetamid Fluka Chemie AG, Schweiz
Methanol JT Baker, USA

Magermilchpulver

Carl Roth, Karlsruhe

Natriumchlorid

CarlRoth, Karlsruhe

Natriumhydroxid

Merck, Darmstadt

NitrocellulosemembrarfProtran

Whatman, Dassel

Precision Plus Protein Standard Kaleidoscope

Biorad, Mlinchen

Protease Inhibitor Cocktail Set |

Calbiochem, USA

SDS 106 LOosung

Carl Roth, Karlsruhe

TEMED Carl Roth, Karlsruhe
TrisBase SigmaAldrich, Steinheim
TrisHCI Carl Roth, Karlsruhe
Triton %100 SigmaAldrich, Steinheim
Tween20 SigmaAldrich, Steinheim

WesternLightningeCL

PerkinElmer, Rodgau

Whatman Filterpapier Nr. 1

Whatman/Vetter, Ammerbuch
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Rekombinante Proteine

Humanes Dk R&D Systems, USA
Humanes Wnt3a R&D Systems, USA
Murines RSpondin 1 R&D Systems, USA
Murines Wnt3a R&D Systems, USA
Antikorper

rabbit anti-Fzd5 Millipore, USA

rat anti-HAHigh Affinity monoklonal Roche, Mannheim
Konjugate

donkeyanti-rabbit HRPlinked GE Healthcare, USA
goat anti-rat HRHinked SCBT, USA

rat anti-HAPeroxidasaHigh Affinity monoklonal Roche, Mannheim

3.1.3 Bioinformatische Hilfsmittel

Chromas Lite V 2.01 Technelysium Pty Ltd\ustralien
Clone Manager V9.03 SciEDSoftware, USA

Image Master Labscan 3.0 Pharmacia, Freiburg

Image Quest QV 770 Intas, Gottingen

LightCycler3 Software Front V 3.5.17 Roche, Mannheim
LightCycler3 Software Run V 5.32 Roche, Mannheim
LightCycler&oftware Data Analysis V 3.5.28 Roche, Mannheim
Microwin2000 V 4.07 Mikrotek, Overath

Nanodrop 1000 V 3.6.0 Peqglab, Erlangen

XFluor4 Safire2 V 4.62b Tecan, Crailsheim

3.2 Methoden

3.2.1 Mikrobiologische Methoden

3.2.1.1 Anzucht und Selektion von E.coli Stammen

Die Anzucht deE. coliBakterienerfolgte in DYAMedium (16 g/l Trypton, 10 g/l Hef
extrakt, 5 g/l NaQ] welches durch Autoklavieren fir 20 Min sterilisiert wurde. Falls
hitzelabile Zuséatze nétig waren, wurden diese sterilfiltriert (Porengrof3e 0,22upch)
dem abgekihlten D¥Medium unter der Sterilbank hinzugegeben. Fir Anzuchtplatten
mit festem Medium wurde das D¥Medium vor dem Autoklavieren mit 15 g/l Agar
versetzt.
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Um resistenteE. coliStammeoder Klone zu selektionieren, wurden zu den Anzucht
Medien bzw.-Platten Ampicillin oder Kanamycin gegeben. Fur Ampicillin wurde hierbei
eine Endkonzentration von 200 pug/ml und fir Kanamycin 50 pg/ml gewahlt. Die Stocks
wurden als 200 mg/mlbzw. 50 mg/miLésungen fur Ampicillin in 70 %igem Ethanol
und fur Kaamycin in Aqua dest. generiert.

3.2.1.2 Herstellung chemisch kompetenter E. coliZellen

Die Permeabilitdt der Zellmembran vén coliLaborstammen kann durch Behandlung
mit einer CalciurChloridL6ésung dahingehend gesteigert werden, dass Bakterien
nackte DNA aus &ssriger Losung in grof3eren Mengen aufnehmen konnen. Diese E
genschaft wird auch Kompetenz bzw. in diesem Fall auch chemische Kompetenz b
zeichnet. Hierzu wurde der Laborstamm K12 ER2925 (NEB, Frankfurt) verwemdet. D
bei wurden die Zellen in einer Vorkuftq100 ml DY-Medium) tUber Nacht bei 37 °C
und 200 upm geschuttelt. Am folgenden Tag wurden 400 mtNd&@ium in einem
FernbachKolben mit 4 ml der Ubernachtkultur angeimpft und fiir 2 Std wieder im
Schuttler bei 37 °C inkubiert. Sobald die Kultur eingoQn 0,60,7 erreicht hatte,
wurden die Bakterien bei 2600 x g und 4 °C fur 10 Min zentrifugiert. Das Sediment
wurde in 87,5 ml eiskalter Losung 1 (100 mM Mp@blistédndig resuspendiert und 5

Min auf Eis belassen. Darauf folgte wieder ein Zentrifugasohritt bei 4 °C und 2600

x g fur 10 Min, um anschlieRend das Sediment in 17,5 ml eiskalter Losung 2 (100 mM
CaQ)) ausgiebig zu resuspendieren. Die Bakterien wurden nun fir 30 Min auf &is ink
biert, bevor sie bei 2600 x g und 4 °C fur 10 Min zentrifugiarden. Im letzten Schritt
wurde das Sediment in Lésung 3 (100 mM &dGl % Glycerimesuspendiertund als

50 ul Aliguots bei80 °C weggefroren.

3.2.1.3 Transformation chemisch kompetenter E. coliZellen

Zur Transformation wurden 50 ul Aliquots der B&0 °C gelagerten chemisch koey
tenten Zellen auf Eis fur 2 Min aufgetaut und mit 2 pul des jeweiligen Ligationsansatzes
resuspendiert. Durch leichtes Antippen wurden die Zellen gemischt und fur 30 Min auf
Eis inkubiert. Im Wasserbad erfolgte anschlieRendHiereschock fir 45 Sek bei 42 °C.
Damit die AntibiotikeResistenz sich ausbilden konnte, wurden die Zellen daraufhin mit
200 pl SO@edium (5 g/l BacteHefeextrakt, 20 g/l Trypton, 10 mM NacCl, 2,5 mM KClI,
10 mM MgC4, 20 mM MgSQ 20 mM D(+Glukose)versdzt und fur 45 Min bei 200
upm und 37 °C geschdittelt. In dieser Zeit wurden die Anzuchtplatten, welche das fur
die Selektion notwendige Antibiotikum enthielten, bei 37 °C vorgewarmt. DersTran
formationsansatz konnte dann auf die Platten ausgestrichen werdel es folgte eine
Inkubation der Platten tGber Nacht bei 37 °C im Brutschrank.
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Zur Erstellung von Dauerkulturen einzelner Klone wurde von den Platten eine Kolonie
in 3 ml DYAMedium fir eine Ubernachtkultur angeimpft. Am folgenden Tag wurde
unter sterilen Bedingungen zur Ubernachtkultur 530 pl Glycerin zugegeben und ve
mischt. Die Bakteriensuspension wurde auf Kryoréhrchen verteilt und8eiC weg-
gefroren.

3.2.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.2.1 Plasmidisolierung und Aufreinigung aus E. coli

Alle verwendeten K& fir die Plasmidisolierung, der PeqGOLD Plasmid Miniprep Kit |
von PeqgLab sowie die HiSpeed Midi und Maxi Kits von Qiagen beruhen auf dem Prinzip
der alkalischen Lyse (Birnboim und Doly, 1979). Fur den Miniprep Kit wusSenl| B.
coli-Ubernachtkultur eigesetzt, im Fall des Midi Kits 50 righ-copy Plasmide) bzw.

150 ml {ow-copy Plasmide)sowiefur den Maxi Kit 150 mih{gh-copy Plasmide) bzw.

250 ml (ow-copyPlasmide)E. cokiUbernachtkultur. Die Elution der Plasmide erfolgte
beim Miniprep Kit mit 50 pl Aqua dest., bei den Quiagen Kits mit 500 pl (Midi) und 1 ml
(Maxi) TEElutionspuffer. Falls nach der Elution die Konzentration der Plasmide zu
gering war, wurde zusatzlich eitgopropanolfallung durchgefuhrt.

3.2.2.2 Isopropanolféllung von Nukleinsaure n

Um Nukleinsaure zu konzentrierenwurde zuvor eineAlkoholféallung durchgefuhrt.
Dazu wurde das Eluat mit 0,1 Volumen einer 3 M Natriumadsiating und einem
Volumen Isopropanol versa und tber Nacht be20 °C eingefroren. Am nachsten Tag
wurde bei 4 °C und 16.000 x g fur 20 Min zentrifugiert, das Sediment mit Ethanol (70
%) gewaschen und luftgetrocknet. Sobald das Sediment durchsichtig war, wurde es in
der gewiinschten Menge Aqua steaufgenommen.

3.2.2.3 Restriktion von DNA -Fragmenten

Die Restriktion wurde mit spezifischen Endonukleasen des Typs Il durchgefuhrt. Dabei
wurden entweder im praparativen Mal3stab zur Subklonierung die entsprechenden
DNAFragmente geschnitten urdie Vektoren gedfnet, oder die Restriktion diente der
Analyse von aus Ligationsreaktionen hervorgegangenen Plasmiden. Zur Ermittlung der
benttigten Mengen an Restriktionsenzy(Rormel 1) wurden folgende Parameter
herangezogen: 1 U stellt dabei die Menge an Resinkenzym dar, bei welcher 1 pg
genomischer DNA des Phdgé48.000 bp)n einer Stunde verdaut wird.
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Formell: Berechnung der Enzymmenge in Units einen Restriktionsverdau
RE = Restriktionsenzym, U = Unit, bp = Basenpaar

Bei analytischen Restriktionen wurden bis zu 1 ug DNA fid Lrfsl bei praparativen
RestriktionsverdatAnsatzenbis zu 12 pg DNA fur bis zu 12 Std verdaut. Die aus der
Restriktion erhaltenen DNRragmente wurden anschlie3end mittels einer Agaros
gelelektrophorese aufgetrennt und im Fall von Subklonierungen aus dem Agarosegel
eluiert.

3.2.2.4 Hybridisierung von Oligonukleot iden

Die komplementaren in Aqua dest. gelésten Oligonukleotide wurden hierfur in gle
chen molaren Verhéltnissen gemischt und fimmm im Heizblock auf 90 °C aufgeheizt
und dann in einem Styroporstander auf Raumtemperatur langsam heruntergekuhit.

3.2.2.5 Ligation von DNA-Fragmenten

Fur die Generierung rekomkanter DNAKonstrukte wurden dieaus der Restriktion,
Hybridisierungoder PCRerhaltenenDNAFragmente Uber eine Ligationsreaktiontimi
einander verknupft. Im Fall von Uberhdngenden Enden der beteiligtenya@ente
wurde das Insert mit der Zielvekt@NA im molaren Verhaltnis von 3:1, wenn stumpfe
Enden an den DNRragmenten vorlagen, im Verhdaltnis von 5:1 eingesetzt. Eee G
samtmenge an DNA von 300 ng pro Ligationsansatz wurde hierbei nicht Gberschritten.
Die Ligationder DNAFragmente wurde mittels 1 U I@NALigasgRoche, Mannheim)

fur 1 Std bei 16 °C oder Uber Nacht bei 4ld€hgefuhrt

3.2.2.6 TOPO-TA-Klonierung

Die TagPolymerase besitzt eine Matrizamabhéngige terminale Transferase
Aktivitat, welche zu einemAnhangen eing dNTP¢ bevorzugt eines dATRsl ¥V - o W
Enden von PCGRrodukten fuhrt. Diese Eigenschaft macht man sich im TO®O
CloningKit von Invitrogen (Darmstadt) zu nutze. Uber die an ein dTTP kovalent-gebu
dene Topoisomerase | des linearisierten \be&tpCR2-TOPO wird eine effiziente
Verknitpfung mit dem PCRrodukt katalysiert. Da subklonierte RERdukte mit der
Phusion Polymerase (Finnzymes, Finnland) generiert wurden und diese Polymerase
keine terminale Transferas@ktivitat besitzt, mussten miter TagPolymerase (@

gen, Hilden) dATPs in einem 50Reaktionsasatz angehangt werde(Tab.9). Die
Reaktion wurde bei 72 °C fir 30 Min ausgefuhrt.
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Komponenten Endkonzentration
PCRProdukt 2ug

10x PCHPuffer 5 ul (1x)

5x QSolution 10 ul (1x)

dATPs (10 mM) 1 pl (200 pM)
TagPolymerase (5 U/ul] 0,5 pl (2,5 U)
Aqua dest. Auf 50 pl

Tab.9: Reaktionsansatz zur Ausbildung eines-Uberhangs an PGRrodukten mit glatten Enden.

Fur die TOPOAKIonierung wurden 2 ul des frischen P@fsatzes mit 1 pl der miéy
lieferten Sald.6sung (TORODACloningKit) sowie 1 ul des Vektors mit 2 pl Aqua dest.
auf 6 pl aufgefillt. Dieser Ansataurde fur 10 Min bei RT inkubiert und konnte dann
fur die Transformation eingesetzt werden.

3.2.2.7 Klenow -Enzym-vermittelte Auffi llreaktion

Das KlenowEnzymbesteht aus degrof3en Untereinheit der DNA Polymerase | dts

coliund ist RdzND K 2DAY St 2pf WkivBaBowi& einero W 9 E2y dz]l £ S|
Aktivitat charakterisiert Diese Eigenschaften kbnnen zum einen genutzt werdem

0¥ 0 S NK N y2DHRicttyhg gquitufillen oderm p Wherhange zu trimmenfo pg

DNAwurde 1 U KlenowEnzym in einem Ansatz mit dNSTB einer Endkonzentration

von 33 pM in 1x NEBuffer 2 fir 15 Min bei Raumtemperatur inkubiert. Durch Zugabe

von EDTA in der Endkonzentration von 1 mM amgr Inkubation fir 20 Min bei 72 °C

wurde das KlenowEnzym inaktiviert.

3.2.2.8 Polymerase Kettenreaktion ( PCR)

Mit der PCR lassen sich DMBschnitte nahezu exponentiegdimplifizieren Dies lasst
sichu.a. fur einenpraparativen PGRnsatznutzen, um ein spezifisches Diffagment

in Konzentrationen zu gewinnen, mit denen eine Subklonierung moglich isAnke-
fikation der DNAAbschnitte wird durch eine zyklische Abfolge von Strangtrennung der
5b! > !'yflI3aSNHzy3I @2y (12YLI SYSYGNNByoWfAI2Y
Richtung mit Hilfe einer thermostabilddNAPolymerase erreichin Tab.10 sind die

in derhier vorliegendenArbeit verwendeten Polymerasen mit den bendétigten Kamp
nenten fur die jeweiligen PGRsatze aufgelisteBei der praparativen PCR kamen die
Polymeasen PhusiorHigh Fidelityund die PhusiorFlashvon Finnzymes (Finnland)
zum Einsatz, da diese Polymerasen eine besonders niedrige Fehlerrate (43 x 10
aufweisen Fur die qualitativen PCRs sowie analytischen KolBGiRs wurde die Taq
Polymerase von i@gen (Hilden) herangezogen. Dabei wurde im Fall der KeR@R

pro E. coliKloneine Zahnstocherspitze Bakterien in dBx€RANnsatz getaucht.

41



MATERIAL UNBMETHODEN

Komponenten | TagPolymerase| Phusion High Fidelity PhusionFlash
PCRPuffer 1x Puffer 1x GGPuffer -

forward Primer | 0,5 uM 1uM 1uM

reversePrimer | 0,5 uM 1uM 1uM

Matrizen-DNA 12,5 ng 10-30 ng 10-30 ng

Additive 1x QSolution 3 % DMSO VIV 1x Reaktionsmix
Polymerase in U 0,75 0,04-0,08 (enthalt Polymerase
dNTPs 80 uM 200 pM Additive und dNTPSg
Gesamtvolumen 15 pl 20 pl oder 50 pl 50 pl

Tab.10: PCRAnsatze fir verschiedene Polymerasen

Der Mastercycler Gradien{Eppendorf, Hamburg) wurde fir difRCR mit folgenden
Programmen fur die unterschiéidhen Polymeraseprogrammiert Tab.11).

Schritte TagPolymerase Phusion High Fidelity | PhusionFlash

Temp. | Zeit ZyKkl. | Temp. | Zeit Zykl. | Temp. | Zeit ZyKl.
Initiale Denaturierung| 94 °C | 4 Min | 1 98°C |1Min |1 99°C | 10Sek | 1
Denaturierung 94 °C | 30 Sek| 35 99°C | 30 Sek | 34 99°C | 1Sek | 32
Anlagerung 58 °C | 30 Sek| 35 65°C | 30 Sek | 34 72°C | 5Sek |32
Elongation 72°C i I':"tl”/ 35 | 72°C ioksek/ 34 | 72°C iSksek/ 32
Finale Elongation 72°C | 10Min| 1 72°C | 10Min | 1 72°C | 1Sek |1

Tab.11: PCRProgramme fiiverschiedendPolymerasen.

Die erhaltenen PCGRrodukte wurden entweder nach gelelektrophoretischer Auitre
nung oder direkt Gber deelextraktionskit MinElutéQuiagen, Hilden) aufgereinigt.

3.2.2.9 Dephosphorylierung von DNA -Fragmenten

Die Wahrscheinlichkeit einer Religation linearisierter Vektoren kann durch ese D
LIK 2 & LK 2 NB f JERdNdrgrangeR SvédderPidseenzymatische Reaktiowird
von alkalinen Rosphatasenkatalysiert. Im Rahmen deérbeit wurden die Calf intest-

ne PhosphatasgCIP)sowiedie Antarctic Phosphatasesvon NEB verwendetm Fall der
CIP wurden prqug DNAO,5 U Enzymeingesetztund der Ansatz wurde mit 1x NEBuffer
3 fur 1 Std bei 37 °C inkubie#ur Entfernung der CIP wurde eine Isopropanolfallung
durchgefinhrt.

Bei derAntarctic Phosphatasekamen 5 U Enzym pro pg DNA zum Einsatz. Inkubiert
wurde der Reaktionsansatz mit dem mitgelieferten Puffer far 15 Min bei 3Eif€.
Isopropanolfallung war daraufhin nicht mehr notig, di@ Reaktion durch Hitzeinakt
vierung des Enzyms bei 65 °C flr 5 §estopptwurde.
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3.2.2.10 Auftrennung von DNA mittels Agarosegelelektrophorese

DNAFragmentGemische trennen sich innerhalb eines Agarosegels unter Einfluss ion
scher Pufferlosungen bei Anlegen eines elektrischen Spannungsfeldes der Grof3e nach
auf. Dieses Verhaltemacht man sich zu Nutze, um ein DRN&gment spezifisch zu
isolieren, oder dieSequenzidentitdieiner DNASpezies zu Uberprufen. Abhangig von

der GrolRe der DNAragmente wurden Gele mit Agar@seeilenvon 0,63 %genre-

riert. So wurdenbeispielsweise Koentrationen von 3 % bei Fragmedutigen unter

300 bp und Konzentrationen von 0,6 % Agarose bei Langen tber 8000 bp gewahilt.
Dazu wurde die entsprechende Menge Agarose in-Huéfter (40 mM TriBase, 20

mM Essigsaure, 2 mM EDTA, pH 8,3) durch Erhitzen iMi#sswelle fir etwa 3Min

geldst. Nach Abkihlen der Agarelsésung auf etwa 60 °C wurde Ethidiumbromid in

der Endkonzentration von 0,05 % zugegeben. Nach Erstarren des Agarosegels wurden
die Proben mit 6x Gdladepuffer versehen und aufgetragen. Abhéangig der Ko-
zentration der Agarose wurden bei hohen Konzentrationen 60 V und bei niedrigen
Konzentrationen 120 V Spannung angelegt. Mit Hilfe einedfdksilluminators (302

nm) konnte die DNA aufgrund der Inkadierung von Ethidiumbromidichtbar @-
machtwerden.

3.2.2.11 Extraktion von DNA aus dem Agarosegel

Fir DNAhaltige Gelsticke, welche mit Hilfe eines Skalpells aus den Agarosegsten au
geschnitten wurden, wurdeur Isolation der DNA ddgelextraktionskit MinEluteron
Qiagenverwendet Dafur wurde die ausgescittene Gelbande mit einem 3fachen
Volumen GuanidiniumsaRuffer versetzt und bei 50 °C fur Min im Wasserbad -

ter kurzen VortesxSchritten gel6st. Durch die chaotrope Wirkung des Guanidiniwmnthi
cyanats konnte dann eine Silicamembran mit der DNA belaggden. Die Salze wu

den daraufhin in mehreren Waschschritten mit Hilfe ethanolhaltiger Puffer ausgew
schen. Mit Aqua dest. wurde die DNA eluiert. Auch zur Aufreinigung vorn PCR
Produkten wurde deiGelextraktionskitMinElute verwendet, hierfir wurdeaber der
Heizschritt zu Beginn dé&xtraktionunterlassen.

3.2.2.12 DNA-Sequenzierung

Die DNASequenzierungen wurde von der Firma MM8®tech vorgenommen und
beruhen auf dem Prinzip der DideseMethode nach Sanger (Sanger et al. 1977). Zur
Probenvorbereitung wurde die zsequenzierende DNA auf eine Konzentration von
100 ng/ul gebracht und; falls Primer mitgesendet wurdeq diese auf eine Endkoe
zentration von 2 uM eingestellt. Die Auswertung der Elektropherogramme wurde mit
Hilfe des Programms Chromas Lite durchgefiihd die Identitat der Sequenzen durch
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Alignments im Clone Manager Programm oder lber die Datenbank NCBI B1ehST
pruft.

3.2.2.13 RNArIsoli erung aus eukaryotischen Zellen

Zur Isolierung der RNA wurde der RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden) eingesetzt. Dazu
wurden die Zellen entweder vorher aus den Kavitaten trypsiniert und nach einem
Waschschritt mit PBS als Sediment oder direkt in den Kavitaten nach dem Waschen mit
PBS in 350 ul RiLysepuffer aufgenommen. Zur Beseitigung von Zelltrimmern und
Reduktion der Viskositaturde das Lysat auf eine QIAshredd&siule geladen und fur

2 Min bei maximaler Geschwindigkeit (16.400 x g) in einer Tischzentrifuge aentrif
giert. Das Filtrat wurde dann mit dem gleichen Volumen (350 ul) 70 %igem Ethanol
versetzt und nach Mischen durch fAwnd Abpipettieren in eine RNea#§ini Saule
Uberfuhrt. Es folgte ein Zentrifugationsschritt fir 15 Sek bei max. Geschwindigkeit. Die
an die Saule gebundene RNA wurde nach Zugabe von 700 fPRWEL durch Zentr
fugation (15 Sek bei max. Geschwindigkgiéwaschen. Daraufhin folgten 2 Whsc
schritte mit jeweils 500 ul RRBuffer unter gleichen Zentrifugationsbedingungen. Zur
Trocknung wurden die RNeab{ini Saulen fur 2 Min bei max. Geschwindigkeit zientr
fugiert. Zuletzt wurde die RNA mit 30 ul RNAsgem Wasser durch Zentrifugation bei
max. Geschwindigkeit fir 1 Min eluiert.

3.2.2.14 Photometrische Quantifizierung der DNA und RNA

Zur Messung der Konzentration und Bestimmung der Reinheit der- DNARNA
Losungenwurde im NanodrogPhotometer die Lichtabsorptiobei 260 nm und 280

nm ermittelt. Dazu wurden 1,5 ul der zu vermessemdéukleotidLésung am Nam

drop 1000 unverdinnt gemessemie Konzentration der Nukleotideiird vom Photo-

meter dabeiautomatisch berechnet: baloppelstrangiger DNA entspricht dabei eine

ODsom @2y ™M SAYSNI Y2yl Sund beieinZeldtyingige? RNA pom 44> 3 k Y §
pg/ml. Der Koeffizient Oom/ODsonm gibt die Reinheit anEs wurde immer nur DNA

mit einem ODygon/ ODogonm-Verhéltnis zwideen 1,62,0 sowie RNA mit einer Ratio

Uber 1,9verwendet.

3.2.2.15 cDNA-Synthese

Die einzelstrangige cDNA fir die qualitative und quantitative PCR wurde mit Hilfe des
QuantiTect Reverse Transcriptiiit (Qiagen, Hilden) generiert. Die Reverse Trapmskri
tasebesitztzweidaflr notwendige enzymatische Aktivitateim ersten Schritt wird die
einzelstrangige RNA durch die Ral#hangige DNARolymeraseAktivitat zu einem
doppelstrangigen RNEBNAHybrid erganzt, wahrend im zweiten Schritt tels der
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RNAse HAktivitat die RNA abgebaut wird, wobei die einzelstrangighdADerbleibt.
Die eingesetzte Menge fur das Umschreiben der TRi&A betrug entweder 250 ng
oder 1000 ngn einem Gsamtvolumen von 12 ul Aqua destuerst erfolgte ein \fe
dau der Reste an genomischer DIAler TotalRNAfUr 2 Min bei 42 °C durchugabe
von 2 pl gDNAWipeout Buffer Nach Uberfilhren der Proben auf Eis konnten nun die
restlichen Komponenten zur reversen Transkription in Form eines Mastermiges w
folgt hinzupipettiert werdenTab.12).

Komponenten Volumen pro Reaktion| Endkonzentration
QuantiTect Reverse Transkripta 1 pl

QuantiTect RT Puffer 5 x 4 ul 1x

RTFPrimerMix 1l 700 nM
TotatRNAnachgDNAElimination| 14 pl 250 ng oder 1000 n

Tab.12: cDNASyntheseAnsatz

Der eingesetzte RPrimerMix besteht aus OligdT- sowie ran@misierten Hexamer
Oligonukleotidem &l & SAYy | Ya OKNBAIGD SRzgErEmmR#TRNAR S NI o
erlaubt. Nach der reversen Transkription d&AIm Ansatz bei 42 °C fiur 30 Miurde

die Reverse Transkriptase bei 95 °C flti@ inaktiviert.

3.2.2.16 Quantitative RT -PCR (gRTPCR)

Zur Quantifizierung der mRNRanskriptmengen mittels des LightCyekystems der
Firma Roche wurden mit derSYBR GreenSysem und dem TagManPrinzip zwei
unterschiedliche Methoden verwendeBei beiden Verfahren erfolgteine relative
Quantifizierungmit externen StandardsHierbei wurde zur Berechnung der mRNA
Kopienzahlemnittels einer Standardkurvedie in derLightCycleiSoftwareimplemen-
tierte Second derivative MaximuMethode verwendet(Rasmussen 2001

Da die Versuche immer als biologische Triplikate angelegen, wurden die Trast
kriptmengen in jeweils 3 Proben und 3 Kontrollen zur Evaluierung einer Vergdchsb
dingung quantifiziert. Neben der Bestimmung der spezifischen Transkriptmenge des
untersuchten Gens wurde auch die mRMange deshousekeepingGens GAPH
quantifiziert. Die Expression wurde daraufhin auf die GARDpienzahl normalisiert
oder relativ zur Expression des untersuchten Gens in der Kontrolle gesetzt.

SYBR GreerSystem

Diese Quantifizierungsmethode beruht auf dem Farbstoff SYBR Gr8elald dieser
in die kleine Furche doppelstrangiger DNA interkaliert, wird bei gleicher Intensitat der
Absorption [ max = 494 nm) die emittierte Fluoreszenzyfx= 521nm) um ein VieH-
ches verstarkt. Die Intensitdt der Fluoreszenz wiederum ist direkt proportional zur
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Anzahl der vorhandenen Doppelstrange. Im LightCy@&ystem macht man sich diese
Eigenschaft des Farbstoffs bei der Neusynthese von-Ddpplestrangen durch eine
TagPolymease innerhalb der exponentiellen Phase der PCR zu Nutze, indem man
aufgrund der Spezifitat der Primer Uber die Verdopplung der Intensitat der Fluoreszenz
nach jedem Zyklus direkt auf die Menge des vorhandenen mRBAskripts rik-
schlieRen kann.

Voraussetzung fur die exakte Quantifizierung ist eine Standardinnungsreihe mit
bekannter Kopienanzahl des mRNanskripts. Die spezifischen Primersets sowie die
zugehdrigen Standards wurden als Kits von der Firma Sé&afaww.searchic.de)
bezogen.Die weiteren Zuséatze waren Teil des FastStart SYBR Green MasteroKit | (R
che, Mannheim) und beinhalteten eindot Start TagPolymerase sowie dNTPs und
MgC} in einem PCRufferMix. Flr einen Ansatz wurden jeweils 1 pl des Primersets,
des FastStart SYBRe€én Mix sowie der cDNA bzw. des Standards oder der Wasse
kontrolle mit 7 pl Aqua dest. in einer I@pillare auf das Gesamtvolumen von 10 pl
zusammengefihrt. Das Programm fir die ¢®OR wurde anhand der Vorgaben von
SearchLC durchgefiihr(Tab. 13). Zur Uberpriifung der Spezifitat der RR&aktion
wurde anschlieRend eine Schmelzkurvenanalyse durchgefuhrt. Hierbei wurden die
Ansatze auf 58 °C temperiert unat 0,1 °C/8k auf 95 °C geheizt.

Schritte Temp. Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 95 °C 10 Min 1
Denaturierung 95 °C 10 Sek 35
Anlagerung 68 °CG 58 °C (0,5 °C pro Zyklus) | 10 Sek 35
Elongation 72 °C 16 Sek 35
Schmelzkurve 58°C? 95 °C (10 Sek, 0,1 °C pro S| 6 Min 10 Sek| 1

Tab.13: gRFPCRProgrammmit Schmelzkurvenanalysgir das SYBR GreeiBlstem

TagManPrinzip

Bei diesem Verfahremwurde die UniversalProbe LibraryUPL) va der FirmaRoche
verwendet. Dabei wird da®hanomen dedluorescence resonance energy transfer
(FRETgenutzt Zwvei Fluorochromdiegenauf einem kurzen Oligonukleotider soge-
nannten Sonde, in direkter raumlicher Nahe. Ein Fluorochrom Gbernimmt dabei die
Funktion aés Reporters und das andere dles QuencherWird der Reporter mit ge

ner spezifischen Wellenlange angeregt, kommt es durch den FRET zu eineaUbertr
gung der Energie auf den Quencher, wobei Bisoreszenzmissionunterdrtickt wird
Bindet nun eine Sonde zwischen den Primenird bei der PCR durch 1S 2 opWW
Exonukleasé\ktivitdt der Polymerase die Sonde abgebababei werderbeide Flo-
rochrome freigesetzt, wodurch die Fluoreszenz des Reporters, welche in der Gesam
heit proportional zur Anzahl der neu gebildeten DRt#h&nge ist, gemessen werden
kann.Fir die Auswahl der Transkrippezifischen Sonden und Primer wurdie auf
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der Internetprasenz von Roche angebotene Softwan@be findergenutzt. Dabei wis
den Sonde und Primeanhand der von Roche empfohlenen gRTRBedingungen
augyewahlt.

Fur die Stadards wurden die imab.2 (S.13) aufgefiihrten oder die in dieser Arbeit

generiertenPlasmide verwendet. Daftwurde zuerstmit Hilfe derFormel2 die Masse

von 10 MilliardenPlasmidKopienin Nanogrammermittelt, um Stockldsungen fir die

Standardszu erstellen Ausgehend von der Stocklésung wurden in 10er Schritten die

Verdinnungen bis zu den gewiinschten Kopienzahlen erstellt.

O & oo a i @AM QEEP T L £ R "Q‘Ql)‘s
U

Gi DRP ™ QA aQHH BN QL

Formel2: Berechnung der Plasmitocklésungeriir die Standards.
bp = Basenpaar, ® = Molekulargewicht, N= AvogadreKonstante(® 6,022 x 163)

Unter Verwendung der Komponenten des LightCycler TagMan Master Kit (Roche,
Mannheim) wurden die Proben, Standardad die Wasserkontrollevie in Tab. 14
beschriebenin die jeweiligen Reaktionsansatze pipettietabeiwaren eine Hot Start
TagPolymerase sowie dNTPs und Mgfkinem PCRufferMix enthalten.

Komponenten Volumen pro Reaktion| Endkonzentration
5x TagMan Master Mastermix 2ul 1x

Sonde 0,1 ul 100 nM
ForwardPrimer 0,2 ul 2 UM
Reversdrimer 0,2 ul 2 uM

cDNA oder Standard bzw. Aqua de 1 pl 12,5 ng oder 50 ng
Aqua dest. 6,5 ul -

Gesamtvolumen 10 pl

Tab.14: Ansatz fur die gRPCR nach dem TagMa®rinzip

Das Programm degRFPCR wurde nach den Vorgaben von Roche fur dasSysem
entworfen und umfasst folgende Schritte:

Schritte Temp. | Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 95 °C | 10 Min | 1
Denaturierung 95°C | 10 Sek| 45
Anlagerung 60 °C | 30 Sek| 45
Elongation 72°C | 1Sek | 45
Finale Verlangerung | 40 °C | 30 Sek | 1

Tab.15 qRFPCRProgramm fur das TagMafRrinzip
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3.2.3 Zellbiologische Methode n

3.2.3.1 Einfrieren und Auftauen von eukaryotischen Zellen

Die Kryokonservierung der hMSC und HEK293 erfolgter gleichemProzedere, ka
lerdingsmit unterschiedlichen Einfriermedien und abweichenden Zellzahlen.

Medium [%] | FBS [%] DMSO [%]| Zellzahlen
hMSC | aMem (65)| 30 5 0,312x16
HEK293 DMEM(70) | 20 10 2 x 16

Die Zellen wurderhnierftir bei 500 x g und 5 Min sedimentiert, mit dem entspreche

den Einfriermedium resuspendiert und in 1 ml Aliquots in die Kryoréhrchen verteilt. In
einer Einfrierbox (Nalgene, USA), die ein gleichmalliges Abkuhlen der Zellen von 1 °C
pro Minute im -80 °C Tiefkller erlaubt, wurden die Kryor6hrchen fir 1% Std
herabgekunhlt, um dann in den Stickstofftank Gberflhrt zu werden.

Zum Auftauen wurden die Zellen bis zum Verbleib eines kleinen Eisklumpens ffast vol
standig im Wasserbad bei 37 é@varmtund im Fall der MSC mit warmem Kulturez

dium (10 ml) gemischt unsedimentiert(500 x g, 5 Min)Die Zellenwurden anschle-
Rendmit Kulturmedium (10 ml pro T75) resuspendiert und in Kulturflaschen tberfihrt.
Fiar die HEK29Zellen wurden ebenfalls die Zellen wie oben bemsdien im Wasse

bad aufgetaut, jedoch dann in eine T25 gegebdie mit 5 ml vorgewarmtenkultur-
medium befulllt war. Nach einer halben Stunde im Brutschrank wurden alle nickt adh
renten Zellen vorsichtig abgesaugt und die Zellen mit frischem Kulturmediusidvor

tig Uberschichtet.

3.2.3.2 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Die Kultivierung der Zellen wurde bei 37 °C, 5 %u@@® 90 % Luftfeuchtigkeit il8Q-
Inkubator Galaxy &urchgefuhrt.Im Fall dehMSC wurde alle 3 bis 4 Tage das er@spr
chendeKulturmedium éMem,mc Zp 22 C. { X wmnn ! kYt tySYyAOAf
cin) gewechselt. War in der Zellkultifavitat eineKonfluenz von 9®5 % erreichfg
was abhangig von der Passagach 14 Wochen der Fall way wurden die Zellen zur
weiteren Kultivierung gesplittet odeflr nachfolgende Experimentm die entspe-
chenden Zellkulturkavitateausgesat bzw. geerntet. Im Fall der HEK28Ben mus-
ten die Zellen alle-3 Tage gesplittet und iIDMEMKulturmedium(DMEM 10 % FBS,
100 U/ml Peniciin sowiem n 1 > 3k Y f n)kiitN&tdérge. & O A
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3.2.3.3 Splitten konfluenter Zellen

Wenn hMSC zur Expansion subkultiviert wurden, mussten die adharenten Zellen zuerst
mittels einer Trypsin/EDFRA6sung(PBS, 0,5 mg/ml Trypsin, 0,22 mg/m| EDal#ge-

|6st werden. Dazu wurden die Zellen in dé€altur-Kavitaten mit PBS grundlich gaw
schen, um vorhandene Mediumreste, welche das Trypsin inhibieren, zu beseitigen.
Nach Zugabe der Trypsin/EDI#sung und Inkubation bei 37 °C fad® Min wurde

die Reaktion durch Zugabe von vorgewarmtem Kulturmedilngeatoppt. Die hMSC
wurden zentrifugiert (500 x g, 5 Min) und in neue ZellkulKavitatentransferiert Die
HEK29Zellen wurden nach dem Abstoppen des Trypsins direkt in einer 1:10 Merdi
nung mit frischem Kulturmedium in eine neue Kavitat tberfuhrt.

3.2.3.4 Bestimmung der Zellzahl

Hierzu wurde auf eine Neubau&&hlkammer zurlickgegriffen, in der die Zellen wkr
skopisch ausgezahlt wurdenlit Hilfe nachstehendef~ormelkonnte auf die Gesarn
zelizahl riickgeschlossen werden.

0& qHowQa a'Qe ,
G Qaion @ | Baomw o vl w8

Qi&E 6¢"Q "QOQO ¢ i

3.2.3.5 Transfektion von Plasmiden und siRNA

Fur die Transfektion der hMSC sowie HEK293 wurde Lipofectamine 2000 (Invitrogen,
Darmstalt) eingesetzt. Dieses Transfektionsreagenz bildet, beruhend auf dem Prinzip
der Lipofektion, als kationisches Amphiphil Mizellen in wassrigen Losungen aus, wobei
die anionische DNA bzw. RNA komplexiert wird. Diese Lipofektionskomplexe kdnnen
dadurchmit der Zellmembran verschmelzen, woldie DNA bzw. RNA in das Cytosol
entlassen wird

Am Tag vor der Transfektion wurden die Zellen mit einer Konfluenz von 35 % in die
entsprechenden ZellkultdKavitaten ausgesat. Die eingesetzten Mengen an Lepofe
tamine sowe DNA bzw. RNA richteten sich nach der verwendeten Zellk<#uitat

aber auch nach den eingesetzten Zellen. Die genauen Mengen sind Tialold6 ver-

merkt. Zuerst wurden die DNA bzw. RNA und das Lipofectamine 2000 in getrennten
Verdinnungen in serumfreien DMEM aufgenommen und nach gutem Mischen fur 5
Min inkubiert. Daraufhin wurden beide Verdinnungen vereinigt, nochmals kréaftig
gemischtund fir 20 Mininkubiert, um dann als Transfektionsmix tropfenweise in die
ZellkulturKavitaten pipettiert zu werden. Innerhalb der 20minttigen Inkubation wurde
das Kulturmedium der frisch ausgesaten Zellen nochmals gewechselt, abziglich des
Volumens an zugesetztem Tréeldionsmix. Nach 6stindiger Inkubation mit dem
Transfektionsmix wurde das Kulturmedium erneuert.
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Zellen DNA Lipofectamine 2000 Zellku.l.tur-Kavitét

(x-fache Menge an DNA [ug])| (Verdiinnungen)
HEK293 0,4 pg/cn‘f 1,5 6-well (250 pl)
hMSGProckop| 0,2 pg/enf | 1,5 10 cm Kulturschale (1,5 m
hMSGProckop| 0,2 pg/enf | 1,5 6-well (250 pl)
hMSGProckop| 0,2 pg/enf | 1,5 12-well (125 pl)
hMSGProckop| 0,2 pg/ent | 1,5 24-well (50 pl)
el RuA | A L] o
hMSGProckop| 40 nM 2 6-well (250 pl)
hMSGProckop| 40 nM 2 12-well (125 pl)

Tab.16: Transfektionsbedingungen fir hMSC und HEK293

3.2.3.6 Proliferationsassay

Zur Bestimmung der Proliferation eukaryotischer Zellen wurde @gQuariAssay
Proliferation Kit von Invitrogen (Darmstadt) verwendet. Diese Methode macht sich die
Eigenschaft des fluoreszierenden Farbstoffs CyQuant zu Nutze, welcher unspezifisch in
DoppelstrangDNA interkaliert, wobei Uber die Intensitat der Fluoreszedie DNA
Menge quantifiziert werden kann. Zur Bestimmung der Zellzahl in den Proben muss
vergleichend die Fluoreszenz einer Verdunrarethe mit definierter Zellzatdur E-
stellung einer Standardkurveermessen werden. Die Zellen misd&arzu zuerst V-

siert werden, um die DNA dem Farbstoff zuganglich zu machen. Dazu wurden-die Ze
len nach 5 oder 7 Tagen mit PBS gewaschen und direkt in den Zelikaltigiten im
Tiefkiihlschrank bei80 °C eingefroren. Fur die Standardkurve wurde eine definierte
Menge Zden als Sediment in einem Reaktionsgefal eingefroren. Die Lyse der Zellen
wurde mit 400 pl des mitgelieferten Lysepuffers fir 30 Min bei Raumtemperatur
durchgefiihrt.Durch Zugabe von RNase A (0,5 pg/ml in Lysepuffarile der Abbau

der RNAerreicht Danab wurde das Lysat aus den Zellkuliavitaten in Reaktiongg

falle Uberfuhrt und gut gevortext, bevor 100 ul in die Vertiefungen einer durchsicht
gen 96well KavitaterPlatte pipettiert wurden. Fur die Standardkurve wurden folge

de Zellzahlen als Verdinnugg in 100 pl Gesamtvolumen pipettiert: 1.908.000,
10.000, 20.000, 30.000 urtD.000. Zu den 100 pl der Proben und der Standards sowie
einer NegativKontrolle wurde nun der Farbstoff als 1:200 Verdinnung im Lysepuffer
zugegeben. Durch Anregung des FaotistCyQuanbei einerWellenlangevon 480 nm
konnte die Fluoreszenz bei 520 mmantifiziertwerden.

3.2.3.7 Apoptose-Assay

Zur ldentifizierung apoptotischeand nekrotischerProzesse wurde das Annexih
FLUOStaining kit (Roche, Mannheim) eingesetzt. Edaubt Uber die Verwendung
zweier Farbstoffe die Unterscheiduizgvischen apoptotischen undekrotischenZd-
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len. In friihen Apoptos&tadien kommt es zu einer Anderung der Zusammensetzung
der Membranlipide in der Plasmamembran. Hierbei gelangt vermehriptatidylse-

rin (PS) von der Innenseite der Membran an die Aul3enseite. Annexin V ist ein Kalzium
abhéangiges Phospholipliindendes Botein mit hoher Affinitat zu PS und bei Bindung

an apoptotische Zellen leuchten diese unter dem Fluoreszenzmikroskop griaich
grund der Konjugation des Annexihmit Fluorescein Uber den zweiten Farbstoff

dem Propidiumiodid (PI), welches in die DNA interkalieren kann, lassen sich die Kerne
der nekrotischen Zellen rétlich anfarben. Dabei macht man sich zunutze, dass das Pl
nicht die Membran intakter Zellen Gberwinden kartur den Assay wurden die Zellen

an Tag 7 mit PBS gewaschen. Daraufhin wudiereinzelnen Kavitaten mit 600 pl der
zuvor frisch erstellten AnnexdiALUOS Fardebsung bedeckt. Nach einer Inkubation fir

15 Min erfolgte die Auswertung am Fluoreszenzmikroskop durch Anregung der Far
stoffe mittels Licht der Wellenlange 4500 nm. Apoptotische Zellen zeigten hierbei
eine grunliche Fluoreszenz, wahrend nekrotische ZelEnzaisatzlich durch eine rétl

che Farbung deskerrs auszeichneten.

3.2.4 Proteinbiochemische Methoden

3.2.4.1 Proteinextraktion aus eukaryotischen Zellen

HEK293Fiir die Extraktion der FrizzkRezeptoren nach Uberexpression wurden die
Zellen 2 Tage nach Transfektion in einer Kavitat ein@sls mit PBS vsichtig geva-
schen und dann mit 300 ul Lysepuffé®(mM Tris, pH 7,4, 150 mM NaCl, 25 mM KClI,
0,1 % Triton X100, Proteinase Inhibitat:500) versetzt. Die Zellen wurden abgeschabt
und das Lysat in ein Eppendorfgefald zusammen mit den Zelltrimmern pipeitie

gut gevortext. Nun erfolgte eine Zentrifugation bei 4 °C fur 15 Min bei 17.000 x g. Der
Uberstand wurde abgenommen und mit Lamiliffer versetzt, der in-facher Ka-
zentration aus folgenden Komponenten besta2d% (w/v) SDS50 mM Tris HGIH

6,8, 0,2 mg/mIiBromphenolblaup,1 M DTTund 10 % (V/V) Glycerin.

hMSC Die FrizzledRezeptoren wurden nach der Utexpression in den hMSC an Tag 3
isoliert. Hierbei wurde eine komplette Zellkulturschal® 10 cm)auf Eis mit PBS
grandlich gewaschen, danach wurden tropfenweise 100 pl des-Ry#ers (50 mM

Tris pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 %4 1 % Triton X100, 0,1 % SDS, 5 mM lodacetamid)
zugegeben und fur 5 Min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden abgeschabtard/siat

in ein Reaktionsgefall tberfihrt und unter mehrmaligem intensiven Vortexeh-noc
mals fir 30 Min auf Eis belassen. Um die Zelltrimmer zu beseitigen, erfolgte noch ein
Zentrifugationsschritt fir 5 Min bei 16.000 x Ber Uberstand wurde mit Lammli
Puffer versetzt. Alle Proben wurden bis zur weiteren VerwendungdiefC gelagert.
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3.2.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Fur die Quantifizierung von Proteinmengen in Lysaten oder Zellkuberstanden
wurde auf das colorimetrische BiurBtrinzip zurtickgegfén. Dabei kam der BC Assay
(Interchim, Frankreich) zum Einsatz. Hierbei bildet sich ein blauéGbelatkomplex,

bei dem das Kupfer als Zentralion zwiscliam Peptidbindung und Bicinchoninséaure
(BCA) quadratisch planar zum liegen komBurch dielntensitéat der Blaufarbung bei
560 nm lasssich auf die Anzahl der Chelatkomplexe und damit auf die Menge der
beteiligten Peptidbindungen rickschlieBen. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration
in den Proben wurde ein Standard aus B&&dinnungen mit bekannteonzentrai-
onenvermessen. Nach einer Inkubation ftr 30 Min bei 37 °C wurden die Messungen
mit 100 ul verdiinnter Probe bzw. Standard sowie 100 pl BCAIGsung (24:1) in
den Vertiefungen einer transparenten 9¢ell KavitaterPlatte durchgefihrt.

3.2.4.3 SDSPolyacrylamid -Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Das Prinzip der SBF\GE beruht auf der diskontinuierlichen Gelelektrophorese nach
Ornstein welche zu einer hohen Bandenschéarfe bei der Auftrennung der Proteine
fuhrt (Ornstan 1964. Die Diskontinuitat der phlVerte zwischen Sammelgel und
Trenngel ist dabei das HauptmerknuserMethode. Im Sammelgel werden diedPr
teine durch die lonen im Puffer zu einer scharfen Bafaeissiert, um an der pH
Grenze am Trenngeler GroReund Ladungnach aufgetrennt zu werdenim Fall der
SDSPAGE nach Lammli handelt es sich um ein Tris/GRdiiersystem, bei dem durch

die Anlagerung des Detergenz SDS an die Proteine, ein anionisches konstantes L
dungs/MasseVerhaltnis der Proteinggeneiert wird (Laemmli 197D Dadurch wid

eine Auftrennung anhand der Mass® Trenngel erriglicht. Die Gele wurden nach
Angaben und mit Hilfe der Apparaturen der Firma Biorad selbst gegossen, wobei das
Sammelgel mit pH,B eine 5 %ige und die Trenngehit pH 8,8 eine 8.0 %ige Polya
rylamidkonzentration aufwiesen. Zuerst wurden die Proben ami@elgel bei 80 V fir

15 Min im SD®altigen Laufpuffe(25 mM TrisBase, pH 8,3192 mM Glycin, 0,1 %
SDSkonzentriert, um dann bei 120 V fur ®® Min elektrophoretisch aufgetrennt zu
werden. Neben den Proben, welche vor dem Awgea fur 7Min bei 94 °C gekocht
wurden, wurde immer ein farbiger Molekulargewichtsmarker appliziert damit die
Molekulargewichteder Proteinbanden bestimmt werden konnten.

3.2.4.4 \Western Blot -Transfer der Proteine

Nachdem eine ausreichend@uftrennung er Proteine ereicht war, erfolgtederen
Ubertragung auf eine Nitrozelluloddembran. Dies wurde mit der Methode des Kkan
blotting durchgefuhrt. Hierbei wurde das Transfersysteneimer festenReihenfoyje
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(Schwamm Filterpapier Gel NitrocellulosemembranFilterpapier Schwamn in &-

nem vertikalen Puffertank zwischen Kathode und Anode, welche integriert in den Se
tenwanden vorliegen, fixiert. Zuvor wurden alle Komponenten des Transfersystems in
Transferpuffer(25 mM TrisBase, pH 8,3192 mM Glycin, 0,1 9%DS, 20 % Medmol)
getrankt. Das Methanol dient hier zur Aktivierung der Proteinbindestellen der Nitroze
luloseMembran. Bei einer Stromstarke von 70 mA wurde der Transfer fir 90 Min
durchgefuhrt.

3.2.4.5 Immunodetektion von Proteinen

Die Detektion der Zielproteine erfolgte unter Verwendung kommerziell erhaltlicher
Antikorper, die in folgendeiTab.17 nach Hersteirangaben verdinnt wurden. Falls
notwendig, wurdendie Primarantikdrper wiederum mitHRPkonjugierten Sekundara
tikbrpern detektiert.

Antikorper | Verdinnung | HRRKonjugat | Verdiinnung

anti-Fzd5 | 1:500-1:2.000 | anti rabbit 1:10.000

anti-HA 1:2.000 anti rat 1:10.000
anti-HAHRP | 1:500-1:2.000

Tab.17: Zusammenstellung der verwendeten Antikdrper

Alle Verdiinnungen der Erstantikdrper wurden in IB@0 mM Tris/HCI, pH 7,500

mM NacCl, 0,05 % Tween 20, 0,2 % TritakD®) erstellt. Zur Blokieung ungesattigter
Proteinbndestellenauf der NitrozelluloseMembran wurde Magermilchpulver 5 %ig
(w/v) in TBST gelost. Zum Teil wurden auch die Zweitantikdrper sowie derHisti
HRP in dieser Bt&ielosung zurMinimierung des Hintergrundgnalsverdinnt. Im
ersten Schritt wurde i@ NitrozelluloseMembran in der Blokierlésung tber Nacht bei

4 °C auf dem Taumler belassen, um am Folgetag mit dem Erstantikorper fur 1 Std bei
RT inkubiert zu werden. Ungebundener Erstantikdrper wurde dann durch 3hwasc
schritte mit TBS fur jeweils 1Min entfernt, woraufg falls notwendigg die Inkubat-

on mit dem Zweitanti&rper fiir 1 Std bei RT erfolgte. Uberschiissiger Zweitantikdrper
wurde mittels 3 zehnminltigen Waschschritten entfermille Inkubations sowie
Waschschritte wurden auf dem Taumlausgefuhrt. Die Visualisierung erfolgte tber
die an den HRRonjugaten befindliche Meerrettichperoxidase mittels Chemiluraine
zenz. Nach Zugabe d&VesternLightning ECReagenz (PerkinElmer, Rodgau) und
Inkubation fur 1 Minute, wurde die Membran in eindnkkassette (Hypercassette, GE
Healthcare) Uberfuhrund mit einem RontgenfiimHyperfilm ECLGE Healthcard)e-
deckt Die Belichtungszeiten lagen meist zwischeénMin, in seltenenFallen auch bei
mehreren Stunden.
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3.2.4.6 Messung der Gaussia-Luciferase -Aktivi tat in Zellkulturiiberstanden

Zur Quantifizierung der GausdiaciferaseAktivitat kamen der GaussiuciferaseKit
(NEB, Frankfurgowieder Gaussiduice (PJK, Kleinblittersdorf) zum Einsatz. Beide Kits
beinhaltendas SubstratCoelenterazinwelches vorder Gaussi.uciferase unter Fre
setzung einer Biolumineszenz quantitativ umgesetzt wirdswegerkonnte in hMSC,
welche transent oder stabil mit dem TCF/LiReportergerKonstrukt pN3BAR trangf

ziert waren, die Menge desanskriptionell aktive | -Catenns quantitativ erfasst we

den. Denn nur nukleargs-Catenin kann im Komplex mit TCF/LEF anKdiesensus
Sequenzenim ReportergerKonstrukt binden und so die Expression der Gaussia
Luciferasanduzieren

Da es sich bei der Gaussiaciferase um eine sedierte Form handelt, kanmeren
Aktivitat im ZellkulturUberstandiiber einen bestimmten Zeitverlauf quantifiziert we

den. Dazu wurdervonden TCF/LEF ReporieMSC im Fall von Knockdov@&tudien an

Tag 1, 5 und 7 bzw. bei Uberexpressionen an Tag 1, 35 jmdeils 25 pl Zellkulty
Uberstand abgenommen und in eine schwarze 96 Kavit®atte Uberflihrt. Nach
Zugabe von 50 pul des verdinnten Substrats wurden im Luminometer 4 bis maximal 6
Proben bei einer Wellenlange von 470 nm vermessen. Zur Normierung lisdtezren
relative light units (RLU) wurden die vermessenen Uberstande mit 120 pl Lysepuffer
versetzt (50 mM HEPES/KABP MM NacCl, 1 %v(v) NR4O, pH 7,4und fur 2 Std bei

RT inkubiert, bevor mit 100 pl des Lysats eine Proteinbestimmung durchgefihrt wurde.

3.2.5 Datenanalyse

Zur Bestimmung der statistischen Signifikanz wurde der in Excel (Microsoft Office)
implementierte studentische -Test herangezogen. Daabei zu vergleichenden Mi
telwerte gingen aus 2 Triplikaten hervor, wobei immer die zweiseitige Signifikaz au
gegeben wurde. Waren dabei die erhaltenefWerte kleiner als @5 (*), 0,01 (**)

oder 0,001 (***)wurden Unterschiede als signifikant angesehéa sie mit einer Fe

f SNJj dz2 (i S 1999w, A%betmitet waren.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Evaluierung von Wnt-Signalwegkomponenten in
hMSC, HT1080 und HEK293

Die Aktivierung der Wrbignalwege erfolgt durch die Bimtg von WniLiganden an

die entsprechenden WHRezeptoren, wobei hier der Familie der FRezeptoren (Fzd)

eine Schlusselrolle zukommt. Zuséatzlich sind im kanonischen VatfeninSignalweg

die Korezeptoren LRP5 und LRP6 an der Bindung der Wnts betdrgcksichtigt

man die Zahl von im Genom der Vertebraten kodierten Wnts (19) und Fzds (10), ergibt
sich eine grol3e Zahl von unterschiedlichen Kombinationsmdglichkeiten. Jedoch zeigen
Untersuchungen, dass nur bestimmte Kombinationen aus Fzds und Wntemért
sprechenden Korezeptoren LRP5 bzw. LRP6 in ein kanonischeSigialt miinden
(Gazit et al. 1999 Um nun die relevanten Kombinationen von Wnts, Fzds und LRPs zu
eruieren, wurden zundchst mRN&xpressionsprofile potentieller Liganden des Wnt
Weges erstellt. Zusatzlichwurde auch die Expressiater Inhibitoren sFRP1 und WIF1
evaluiert da diese die Bildung des ternaren Wnt/Fzd/ARmplexesund damit die
Weiterleitung eines Wnsignalsinterbinden kénnen.

4.1.1 Wnt-Expression in hMSC

In diesem qualitativerRFPCRANsatz konnten neben der Expression des kanonisch
wirkenden Wnt3 auch die mRNPRanskripte von Wnt2b, Wnt5a, Wnt5b, Wnt7b,
Wnt9a, Wntl® und Wntl6é nachgewiesen werdeBPagegen konnte Wntl, Wnt3a,
wnt4, Wnt6, Wnt7a, Wnt8a, Wnt8b, Wnt9b, Wnt10a, Wntill hMSCauf mRNA
Ebene nicht detektiert werden.
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Abb. 15: Wnt-Expression in hMSC.

Der qualitative Nachweigon Wnt2b, Wnt3, Wnt5a, Wnt5b, Wnt7b, Wnt9a, Wnt10b und WntéGolgte in hMSE
cDNA, die aus 50 ng ToRNA generiert worden war. Im Fall von Wnt16 ist am rechten Rand der Abbildung die
Millimeterskala des Geltragers zu erkennen.

—89

4.1.2 Wnt-Expression in HT1080

Die HT108elllinie zeigte ein ahnliche WntExpressionsprofil wie dagon hMSC.
Unterschiedeergaben sich durcleine DNADoppelbande bei Wnt9a sowie eiri&-
pression vorWWnt4 in den HT108&ellen,wahrendeine mRNAEXpression voNVnt16
nicht nachgewiesen wurdeAuch die mRNATranskripte fur Wntl, Wnt3a, Wnt6,
Wnt7a, Wnt8a, Wnt8b, Wnt9b, Wnt10a Wnt11l und Wnt6rden nicht detektiert

Wnt10b

200

150

100 102
75
50

Abb. 16: Wnt-Expression in HT1080.

Die PCR wurde mit 5@rrevers transkribierter HTL08RNA durchgefihrind zeigte einen qualitativen Nachweis
der mRNATranskripte fir Wnt2b, Wnt3, Wnt4, Wnt58/nt5b, Wnt7b, Wnt9a undnt10b. Zgammen mit einem
Molekulargewichtsmarker wurden die P®&Rodukte Uber eirAgarosegehufgetrennt.

4.1.3 Wnt-Expression in HEK293

In der HEK29ZZelllinie konntenhingegendeutlich mehrMitglieder der WntFamilie
detektiert werden. Daruntetbefanden sich auch die beiden kanonisginkenden Wnt
Liganden, namlich Wnt3 und Wnt3a. Im Vergleich zu den 8 exprimierten Wnts in hMSC
und HT1080 konntem den HEK293 Zellen 13 der 19 Wnts nachgewiesen weFdgn.

die mRNATranskripte von Wntl, Wnt2, Wnt7a, Wnt8a, Wnt8b sowie Wnt10a konnte
kein Nachweis erbracht werden.
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Abb.17: Wnt-Expression in HEK293.
Die PCR wurde mit 5@ revers transkribierter HEK293NA durchgefihrt. Dabgiurden die mRNATranskripte von
Wnt2b, Wnt3, Wnt3a, Wnt4, Wnt5a, Wnt5b, Wnt6, Wnt7b, Wnt9a, Wnt9b, WhtWnt11l und Wntl16 detektiert.

4.1.4 Expressionsanalyse der Wnt -Inhibitoren sFRP1 und WIF1
Neben sFRR1as in allen 3 Zellentitdten detektiert werden konnte, zeigte sich in den
HEK29Zellenzusatzlicteine Expression von WIF1.

hMSC HT1080 HEK293
sFRP1 sFRP1 sFRP1 WIF1

150 150
114 114 200 200
100 100 150 150
I 2 100 114 409 108
75 75
25 25 o 5

Abb. 18: Expressionsanalyse von sFRP1 unidFWin hMSC, HT1080 und HEK293.
Die PCR wurde jeweils mit 50 rayers tanskribierter RNA durchgefiihrt.

4.1.5 Expressionsprofil der Fzd -Rezeptoren in hMSC

Die Evaluierung der transkriptionellen Expression der Fzds erfolgte Uber quantitative
RTPCR im LightCycleDie erhaltenen Kopienzahlen wurden mittels der GAPRH E
presson normalisiert Hierbei zeigte sich, dass Fzdl mit et®2% der GAPDH
Expression von allen Fzds am starksten exprimvarte. Danach folgt Fzd2 mit45 %

und mit etwas gréRerem Afvand Fzd7 und Fzd8 mit 13 % bzw. 15 % der GAPDH
ExpressionDie Ubrigen Eds lagen inSchnittunter 2 % der GAPDHExpressionDie
niedrigsten Expressionsniveaus wiesen Fzd3, Fzd9 und Fzd10 auf.
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Abb. 19: Expressionspfil der FzdRezeptoren in hMSC.

Die qRTPCR wurde jeweils mit 12,5 ng cDNA reversskehierter RNA aus hMSC (5. Passage) durchgefiert.
Kopienzahlen wurden auf die GARBEKpression normalisierDie Ergebnisse repréasentieren Mittelwerte + SD eines
TriplikatAnsatzes.

4.2 Das TCF/LEFReporter -Vektor -System

Wnt/i -CateninZielgenewie z.B. Cyclin D1 oder Fzd7 besitzen in ihren Promotoren
TCF/LERonsensusSequenzen, amwelche Transkriptionskomplexe bestehendaus
einem Mitglied der TCF/LEfamilie und -Catening binden und somit die Transkript

on initiieren kdnnen. Das TCF/LR&orter-VektorSystem erlaubt durch seine kas
kutive Anordnung von TCF/L-EBnsensusSequenzen in Kombination mit einem mrin
malen Promotor (CM},) vor dem Reportergen Gausdiaciferase eine sehr sensitive
Quantifizierung von transkriptionell aktiven TCEF/-CatenirRKomplexen, welche
durch die Aktivitat des Reporterproteins erfasst werden kann.

4.2.1 Stabile Transfektion des TCF/LEF -Reporter -Vektor -Systems

Zur stabilen Transfektion des TCFARE&SmMids wurden hMSC an Tag 2 nach dersFran
fektion mit dem Antibotikum G418 (100 pg/ml) selektioniert. Zur Kontrolle wurden
untransfizierte hMSC mit gleicheb418Konzentrationeingesetzt Sobald keine
transfizierten hMSC mehr vorhanden waren, wurden die verbliebenen stabil
transfizierten hMSC durch Splitten weitexpgandiert, auf Funktionalitat getestet und
bis zur veiteren Verwendung weggefroren.
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4.2.2 Evaluierung der TCF/LEF -Reporter -nMSC

4.2.2.1 Stimulation mit LiCl

Bei der ungerichteten Integration des TCFAREporterPlasmids héngt die Aktivitat
bzw. Sensitivitat des Reperts u.a. vom Linearisierungsort des Plasmids, dem lategr
tionsort im Genom der hMSC und der Haufigkeit des Integrationsereignisses ab. Daher
mussten deé aus einer ZellkultuKavitat ¢ meist eine Verefung einer eKavitaten
Platte ¢ hervorgegangenen TCFREReporterhMSC vor der weiteren Verwendung auf
ihre Gaussid uciferaseAktivitat getestet werden. Hierfir wurden die Zellen mit LiCl
haltigem Zellkulturmedium inkubiert. Lithium flihrt Gber die Inhibition der @SIku

einer Stabilisierung von-Catenin unl damit einhergehend zu einer Steigerung der
Whnt/i -Catenin Aktivitat.

Wie aus der Abb. 20 ersichtlich, wiesen die verschiedenen RepohétSC
Populationen unterschiedliche basale Reporterprotaktivitaten auf (3000 bis 30.000
RLU). Aber auch die Induktionsraten der Gaubka@kraseAktivitat zeigten in den
verschiedenenTCF/LEReporterhMSC erhebliche Unterschiede (1,2 bis 3,6fach).
Deshalb wurden alle folgenden Versuchsreihemweils immer mit einer stabilen
TCF/LEReporterthMSCGPopulationvorgenommen.

10000 120000
J - 1,7x .
9000 | NN - ] 105000 { N - 2x
8000 - : + LiCl * % :I + LiCl _l
90000 4 *
7000 4 3,7x
5 1,2x 5 *
= 5000 A Z 60000
4000 4 * 45000 -
3000 4
30000 4
2000 A
1000 15000 4 i
0 L L O L L)
#1 #2 #3 #4
TCF/LEF-Reporter-hMSC TCF/LEF-Reporter-hMSC

Abb. 20: Gaussia_uciferaseAktivitat von TCF/LEReporterhMSC nach Li@timulation.

Zur Uberpriifung der Funktionalitit der einzelnen TCFR&porterhMSGPopulatioren (# + 4) wurde die Gaussia
LuciferaseAktivitat nach 5 Tagen in Zallkuriiberstdandenohne und mit 4 mM LiCl bestimmt. Die Ergebnisse sind
Mittelwerte + SD eines Tripliks&nsatzes. *P< 0,05; **P< 0,0lie Induktionsraten der GaussiaiciferaseAktivitat
sindnumerisch vermerktAbkirzungRLUrelativelight units.
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4.2.2.2 siRNA-induzierter Knockdown von APC sowie | -Catenin

Um die Sensitivitat des TCF/LR€porterSystems naher zu evaluieren, wurde eine
vergleichende Analyse mit exogener und endogener Aktivierung (\AStiBaulation
bzw. APGKnockdown)sowie Inhibition des Wit/ -CateninSignalweges! ¢(Catenin
Knockdown) durchgefuhrt. Die Knockdowffizienzen auf mRNBbene wurden in der
Doktorarbeit von Frau Dr. Marisa Karow mit Giber 90 % an Tag 1 fur ARCQatdnin
bestimmt (Karow 2008 Wahrend an Tag 1 nach Knockdown von APC im Verglaich
Negativkontrolle noch keine signifikante Anderung der GatlssidferaseAktivitat zu
beobachten var, zeigte sich an Tag 3 uidckine nachhaltige Steigerung der Repotte
protein-Aktivitat, die deutlich Gber dem Niveau der WntSaimulation lag Abb. 21A).
Der Knockdown voh-Catenin Abb.21B) war dagegen mit einer Reduktion deats-
sialLuciferaseAktivitdt assoziiert. An Tag 10 nach Knockdown ive@atenin war die
GaussidLuciferaseAktivitat auf etwa die Halfte reduziert.

A B 14
60 1 HEEER Negativkontrolle (NK) i BN NK
55 | =3 + mWnt3a X 1 - 1 p-Catenin-KD
= <o | == APC-Knockdown (KD) o 7
= 4 * /2
§ 7, * 7, E ok
v
: T [l ~ 2 *
4 * =] i
% 18 o gj; 0,8 T
< 154 * = * *
R * 2 0,61 *
> 12 4 . 3 >
& &
T 9 Y 04 -
o) s |
2 61 : 2
* 0,2 b
3 -
0 —-D- - 0,0 4
1 5 7 1 5 7 10
Tage nach mWnt3a-Applikation bzw APC-KD Tage nach [3-Catenin-KD

Abb. 21: Gaussia_uciferaseAktivitdt nach mwWnt3aStimulation und APGKnockdown sowie nachi -Catenin
Knockdownin TCF/LEReporterhMSC.

Die Abnahme der Zellkulturiiberstde erfolgte 1, 5, 7 und 10 Tagad siRNATransfektion bzw. Stinlation der
TCF/LEReporterhMSC. Fir die Negativkontrolle wurden die Zellen misiRiNA transfiert. Dierelative light units
(RLUSs) sind auf die Gesamtproteinmenge in den Zellkulturiiberstamolemalisiertund relativ zu den Negativke
trollen dargestellt. Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eines Trigliksatzes. **P< 0,01; ***P< 0,001.

A) Appikation von mWnt3a (150 ng/ml) bzw. Transfektion mit AAFRINA.

B) Transfektion mit nrsiRNA (NK) bzw:CateninsiRNAIi(-CateninrKnockdowi).
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4.2.2.3 Einfluss der Zellkulturbedingungen auf die TCF/LEF -Reporter -
hMSC

Mit dem Ziel den Einfluss vamterschiedlichen FB&onzentrationen auf den Writt
Catenin Status in hMSC zu evaluieren, wurden verschieden&é&8ntrationen in
TCF/LEReporterhMSC getestefAbb.22). Zusatzlich wurden vergleichende Versuche
mit dem Serumersatz Nutridoma durchgefiihrt. Die TCFR&porterhMSC wurden
fur die Versuchsreihen in 16,5 % Higdtigem Kulturmedium in die Kavitaten ausgesat.
Bei Umstellung der Serumkonzentrationeeigte sichiiber den Zeitraum von 7 Tagen
eine umgekehrte Proportionalitat zwischen GaudsigiferaseAktivitat und Serm-
konzentration. D.h. mit sinkenden Serumanteilen war eine gesteigerte Gaussia
LuciferaseAktivitat in den Zellkulturiberstanden messban &g die basale Gaussia
LuciferaseAktivitat bei Abwesenheit des FBS 10fach hoher als unter Standardbedi
gungen mit 16,5 % FBS. Die hochste basale Aktivitdt der Ghussierase zeigte sich
jedoch bei Verwendung des Serumatzes Nutridoma an Tag 3 ufid

12000 - HEEE 16,5 % FBS N :
9000 A 10 % FBS Ii
6000 ) EEEEE 5 % FBS IN )

3 2 % FBS
BN kein FBS
1 % Nutridoma

a
* %%
a

RLU

1 3 7

Tage nach Umstellung der Serumkonzentrationen

Abb. 22: Einfluss unterschiedlicher Serumkonzentrationen auf die Gaudsieifersse-Aktivitdt in TCF/LEF
ReporterhMSC.

Vor den Versuchsreihen wurden die Zellarden Kavitaten mit 16,5 % FB8ltigemaMEM ausgesat. Digellku-
turtiberstande wurden nach Umstellung der Serumkonzentrationen an Tag 1, 3 und 7 abgenommen. Die-RLU wu
den auf die Gesamtproteinmengermalisiert Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eines Triphketatzes. *P<

0,05; ***P< 0,001. DieWerte bezehen sich jeweils auf die RWerte in 16,5 % FBS.

In einem weiteren Ansatz wurde mit derselben TCHREBorterthMSCGPopulationdie
Wirkung von murinem R-Spondinl und timanem Dkk auf den Wnt/i -Catenin
Signalweggetestet @bb. 23). Der Effekt von {8pondinl sowie Dkk1l zeigte sich mit
signifikanter Wirkung nur an Tag igei RSpondinl mit einer Steigerung und fur Dkk1

mit einer Reduktion der GausdiaigferaseAktivitat. Wahrend bei fSpondinl ein
signifikanter Effekt bei 10 % FBS zu beobachten war, zeigte sich fur Dkk1l an Tag 7 eine
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partielle Proportionalitat zwischen Reduktion der Serumkonzentration und Abnahme
der GausiaLuciferaseAktivitat.
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Abb. 23: Wirkung von mRSpondinl und hDkk1 beinierschiedlichen Serum

Bedingurgen auf die GaussifuciferaseAktivitat in TCF/LEReporterchMSC. EEEEE 16,5 % FBS
Die Zellkulturiiberstande wurden nach der Umstellung der SerumkonzentratiolZZZz2 10 % FBS
und gleichzeitiger Applikeon der jeweiligen Liganden an Tag 1, 3 und 7eaby m=@ 5 % FBS
nommen. Die RLUNgrte wurdgn Upgr die Gesamtproteinmenge |m Uberstand 2% FBS
normalisiertund relativ zu den jeweiligen trehandelten Kontrollanséatzen (Neg ,
tivkontrolle) gesetzt. Ergebnissend Mittelwerte + SD eines TriplikAhsatzes. B kein FBS
*P< 0,05; **P< 0,01. Die-Werte wurden relativ zu den REWerten derjeweil- === 1% Nutridoma
genNegativkontrolle bestimmt.

A) Applikation mit rekombinantem murinem$pondinl (500 ng/ml).

B) Applikation von rekombinanteimumanem Dkk1 (100 ng/ml).

Zur Evaluierung unterschiedlicher Serumkonzentrationen sowie des Serumersatzes
Nutridoma bei Applikation bzw. Transfektion eines kanonischen-Mganden(Abb.

24) wurde zum einen Wnt3a als rekombinantes Protein murinen bzw. humamen U
sprungs zugegeben und zum anderen eine Transfektion mit einem Wnt3a
Uberexpressionsplasmid durchgefiihrt. In allen 3 Anséatzen zeigte sich an Tag 3 und 7
die hochse Aktivitat der Gaussiuciferase bei einer Serumkonzentration von 2 %,
wahrend hingegen bdidheren SerurKonzentrationeng aberauch bei Abwesenheit

von Serum¢ die Gaussi uciferaseAktivitat im Vergleich zur jeweiligen Negativko

trolle ohne Stimulation deutlich abnahm. Zudem zeigte sich, dass murines Wnt3a im
Verdeich zu humanemWnt3a eine starkere Aktivierung des WntCatenin
Signalweges bewirkte. Die niedrigsten Aktivierungsraten gingen mit der Pfasmid
basierten ektopischen Expression viemmanem Wnt3a einher. Fir alle weiterenrtVe
suche wurden TCF/LIReporterhMSC fur die Versuchsdauer desha@aMEM mit 2

% FBS kultiviert.
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Abb. 24: Wirkung von Wnt3a auf die Gaussibucifaase-Aktivitat bei unterschiedlichen Serm-Bedingurgen in
TCF/LEReporterhMSC.

Die Abnahme der Zé&lllturiberstéande erfolgte nachrastellung der Serutredingungen bei gleichzeitiger Applik
tion bzw. Trantektion von Wnt3a. Bei der Applikation von Wnt3a in Form der rekoariien Proteine wurdermlie
Uberstande von Tag 1, 3 und 7, im Fall der Transfektion des \With@aexpressionsvektors noch zusatzlich an Tag 5
abgenommen. Die [R;Werte wurden iiber die Gesamtoteinmenge im Uberstandormalisiertund relativ zu den
jeweiligen Negativkonbllen (unstimuliete bzw. untransfizierteBedingungehgesetzt. DieErgebnisse sind Mitte
werte = SD eines Triplikédtnsatzes. *P< 0,05; **P< 0,01; ***P< 0,001. DigVerte wurden relativ zu den REU
Werten der jeweiligen Negativkontrolle bestimmt.

A) Stimulatiorder TCF/LEReporterhMSCmit murinem Wnt3a (150 ng/ml)

B) Stimulation der TCF/LREporterhMSC mit humanem Wnt3a (75 ng/ml)

C) Transfektion der TCF/LLEEporterhMSC mit dem Uberexpressionsvektor piWait3a
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4.3 SRNA-vermittelter Knockdown von Fzd -Rezeptoren

HMSC zeichnen sich durch eine basale Aktivitdt des \A®déteninSignalweges aus
(Abdallah und Kassem 200Btheridge etal. 2004 Karow 2008 Kolben et al. 201;2
Perbbner et al. 2012 Dies zeigte sichuch in der hier vorliegenden Beit durch die
basale Aktivitdt der Gausslaiciferase in den TCF/l-REporterhMSC(Abb. 25). Um
festzustellen, ob bzw. in welcher Weise fRelzeptoren an der Aufréterhaltung der
Whnt/i -CatenirAktivitat beteiligt sind, wurden mit Hilfe der RN#terferenz (RNAM)
Technologie einzelne Fzds herabreguliert. Die Knockeeffinienz der einzelnen Fzds
wurde bereits in der Doktorarbeit von Herrn Dr. Thomas Kolben bestiomdtibe-
stiegen am ersten Tag fur alle Fzds 7(K&dben 2011Kolben et al. 2012

In den TCF/LEReportethMSCwar ohne Wnt3aStimulation nach Knockdown von
Fzd5 und 7 eine signifikante Reduktion der Gadsga@feraseAktivitat zu beobachten
Unter Applikation von humanem Wnt3a zeigte siobi Knockdown deerwahnten
Fzdssowie zusatzlichauch bei Knockdown von Fzeéiln signifikanter Einbruch der
GausiaLuciferaseAktivitat. Ein gegenteiliger Effekt, d.h. eine Steigerung der Gaussia
LuciferaseAktivitat, konnte bei Knockdown von Fzd2 unzt& unter unstimulierten
Bedingungen sowie unter Wnt3siimulatorischen Bedingungen bei RNAi gegen Fzd2
beobachtet werden.
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Abb. 25: Knockdown einzelner Fzds in TCFARgporterhMSC.

Fir die NegativkontrolléNK)wurden die Zellemmit nc-siRNA transfiziert. Die Zellkulturiiberstande wurden an Tag 7
nach KnockdowwermessenDie RLEwurden ad die Gsamtproteinmengenormalisiertund auf die Negativko
trolle des nicht stimulierten Ansatzes (1,0) bezogen. Die rote Linie stellt dessi@Autivitétslevel der Negativke
trolle aus den nicht stimulierten Ansétzen dar. Die griine Linie zeigt den Galssidétslevel der Negativkontrolle
unter Wnt3aStimulation. Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eines Trighkaatzes. *P< 0,05; **F3;01.
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4.4 Ektopische Expression kanonischer Fzds und Wnts

Aufgrund der Tatsache, dass der Knockdown von Fzd1, Fzd5 und Fzd7 unter Wnt3a
stimulatorischen Bedingungen mit einer deutlich verminderten WsEatenin
Aktivitat assoziiert war, sollten diese Befunideeinem reversen Ansatz mittels ekiep
scher Expression von Fzdl, Fzd5 und Fzd7 uberprift werden. In diesem Zusamme
hang wurde neben delyberexpressionsvektoren fittie Fzdsauch ein Vektor fur die
ektopische Expression von Wrdgeneriert.

4.4.1 Klonierung von Fzd1 und Fzd5 in den Uberexpressions -
vektor pN3

In einem ersten Klonierungsansatz wurden die beiden Rezeptoigammmen mit ihren
Signalsequenzeg Ky S -RizyR-UpRMals PARodukte (Fzdl mit 1956 bp und
Fzd5 mit 1770 bp) mit Hilfe der Phusion HarPolymerase amplifizie(Abb. 26A).
Als Matrize dienten die Vektoren pCMYM64Fzd1l undpCMV6XL4Fzd5. Die PGR
Produkte wurden darauf mit einer Ta&Rplymerase zm Anhangen der Adenosin
Nukleotide inkubiert, damit im Anschluss eine TOGR&KIlonierung inden pCR2-1
TOPOGVektor(Abb.26B) durchgefuhrtverden konnte.

A B

& &
Fzd1-PCR ngx'z' « <©
V— Q\’b ‘f’o\(\ O“\@ (<<‘}
3000 —fe— [ I & { &
— - v A Q (& e
2000 —f— 1956 M N & Q W

Fzd5-PCR

2500 1770 PCR2.1-TOPO (3930 bp)

1500

Abb. 26: Klonierung der PGRrodukte von Fzd1 und Fzd5 in den pCRRAPO (Teil I).
A) PCRProdukte von Fzd1 und Fzd5.
B) Schematische Darstellung des pCRDPO.

Nach Bestatigung des korrekten Einbaus der-P@Rukte in derpCR2.1ITOPGVektor
durch einen analytischen Restriktionsverdablf. 27A), konnte nach Sequenzierung
die Sequenzidentitat durch ein Alignment mit den in der Datenlainkerlegten #-
quenzen fur FzdINM_00350% und Fzd5NM_003468 bestatigt werden. Ein schean
tischer Aufbau des pCR2Fkd1 bzw. pCR2Hzd5 zeigAbb.27B.
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LacZo-Fragment
pUC Origin MCs
pCR2.1-Fzd1 pCR2.1-Fzd5
geschnitten geschnitten
mit Hincll und Bglll mit Hindlll und Spel Fadt/
K1K2 K3 K1 K2 K3 e
M RVRVRV M RV RV RV AmpF pCR2.1-Fzd1/
151888 4754 4000 < 3876 pCR2.1-Fzd5
1500 2000 1764
1000 1133 1500
Kan® ' MCS
F1 Origin
LacZo-Fragment

Abb. 27: Klonierung der PGRrodukte von Fzd1 und Fzd5 in pCRZQPTeil II)

A) Analytischer Restriktionsverdaton pCR2.1Fzd1und pCR2.#Fzd5 Der Doppelverdau mitindl und Bgll fuhrt
aufgrund derHindI-Schnittstelle in der Fzd$equenz zuExzisiorvon 1133 bp (Klon 1, 3Beim analytischen Res
riktionsverdau des pCR2Fzd5 wurde nach Doppelverdau nkiindll und Spé die eingebrachte FzeSequenz
wieder ausgeschnitten (1764 beiReligation depCR2.1ITOPO fuhrte der Restriktionsverdaueiner Linearis-
rung des Vektors und damit ein@NABande bei ungefahr 4000 K§lon 2bzw. Klon 1 und)2 M = Marker, K =

Klon, RV Restriktionserdau.
B) Schematische Darstellung der Vektoren pCiR2d1l bzwpCR2.4zd5.

Die Sequenzabschnitte fur Fzd1l und Fzd5 wurden anschliel3end aus den entspreche
den pCR2AVektoren Abb.27B) tber einen Doppelverdau midindIl und ECoR aus-
geschnitten. Der Zielvektor pNdock Abb.29A) wurde mit demselben Doppelverdau
geodffnet Abb.29B) und nach einer Ligationsreaktion war die Umklonierung von Fdzl
und Fzd5 abgeschlossen.

A B pCR2.1-Fzd1
geschnitten

mit Hindlll und EcoRI

MCS

CMV Promo

SV40Poly A

F1Origin

4000 gz

2000

1500 e

3864

1962

pN3-mock
geschnitten

mit Hindlll und EcoRl

pN3-Mock ‘ Aooo—l‘ ([
SV40 Promotor &
pUC Origin (3996 bp) M <\ 400rigin FL0 o
pCR2.1-Fzd5
Kanf/NeoF geschnitten
HSV-TK Poly A mit Hindlll und EcoRlI
4000 4% 3864
2000 —{#
LI 1776

Abb. 28: Umklonierung von Fzd1 und Fzdbden Uberexpressionsvektor pN3 (Teil ).
A) SchematischBarstellung des Zielvektors pM&ock.

B) Exzisiorvon Fzd1 und Fzd5 aus dem pCRzktor (iber die Schnittstellen filindIl und EcoR sowie Offnung
des Zielvektors mit selbigem Doppelverdau.
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Nach der Bestatigung des erfolgten Einbaus der SequenzabscfinitFzdl und Fzd5
Uber einen analytischen Restriktionsverd@ibb. 29A) standen die VektorenApb.
29B) fur die entsprechenden Uberexpressionsexperimente zur Verfligung.

A pN3-Fzd1 B

K1 K2 K3 CMV promoter

M RV RV RV pUC Origin
4000 o P le 3992
—

2000 —{W S S S« 1962
1500 —

HSV TK Poly A s

pN3-Fzd1/
pN3-Fzd5

Fzd1/
pN3-Fzd5 FzdS
K1 K2 K3

M RV RV RV

4000 e e 3992 / 2
SV40 origin / \!
\
SV40 t McCs
2000 — - e 1776 PrOMOEr 1 origin \

1500 SV40 Poly A

Kan®/Neo®

Abb. 29: Umklonierung von Fzd1 und Fzdbden Uberexpressionsvektor pN3 (Teil I1).

A) Restriktionsanalyse debberexpressionsvektoren pNazd1 Hindll, EcoR)l sowie pNaFzd5 Hindll, EcoRL
M = Marker K = KlonNK = Negativkontrolle, RV = Restriktionsverdau

B) Schematische Darstellung der UberexpressionsvektorerRad3 bzw. pN&zd5.

Um die ektopischexprimierten FzeRezeptoren verlasslich nachweisen zu kdnnen,
wurde ein synthetischer Hfag im Nterminalen Bereich dieser Rezeptoren eng
fuhrt. Dazu war es zunachst notwendig, eine singulare Restriktionsschnittstelle in den
Vektoren pN3Fzdl und pRFzdb zu finden, welche nahe an d&ignalsequender
Rezeptoren lokalisiert war. Im Fall von Fzd1l war dies uber die Restriktionsschnittstelle
EcoO10B mdglich und im Fall von Fzd5 tbdotl. Mit diesen Restriktionsenzymen
wurden die Vektoren pN&zdl und pN&zd5 linearisiertAbb.30A). Die HAags wur-

den jeweils aus zwei synthetisch hergestellten Oligonukleotiden generiert, welche
nach der Hybridisierung die komplemergéd Enden zu den entsprechend linearnisie

ten Vektoren aufwiesen. Nach Identifizierung von Klonen mit korrekt eingebautem HA
tag mittels analytischem Restriktionsverdadhb. 30B) wurde die Sequenzidentitat
destags durch eine DNASequenzierungiberprift. Die Aminosauresequenz des-HA
tags setzt sichaus der Abfolgeler Aminosauren YPYDVPDYA zusammehbtn30C

ist der schematische Aufbau der UberexpressionsvektorentpNBzdl und pN3HA

Fzd5 dargestellt.

67



ERGEBNISSE

A pN3-Fzd1 pN3-Fzd5 B i
geschnitten mit geschnitten mit pN3—HA—de1 geschnitten
Eco0109! Notl mit Agel und Nhel
] - K1 K2 K3
6000 , 5954 6000 — 5768 M1 M2 RV RV RV
5000 — e 5000 — o 5714
n  —
3000 — 3000 —{ S 2000
C 500 .
CMV promoter Zgg g 285
pUC Origin Signalpeptid
Fzd1/ Fzd5

pN3-HA-Fzd5 geschnitten

HA-tag mit Ndel und BamHI|
K1 K2 K3

M1 M2 RV RV RV

MCS
HSV TK Poly A =

pN3-HA-Fzd1/

pN3-HA-Fzd5 Fzd1/ 5714
Kan®/Neo® Fzd3 2000
Sv40 origin/ | \ 500 gg
SV40 promoter F1 Orii \ MCS 0
rigin- ovagpoly A gag ‘

Abb. 30: Klonierung eines HAagsin die Uberexpressionsvektoren pNBzd1 und pNdFzd5.

A) Der Vektor pN&zd1 wurde miEcoO10Bund der pNaFzd5 mitNotl linearisiert.

B) Restriktionsanalyse des UberexpressionsvektorshBzd1l mittels Doppelverdau adgd undNhd. Mit dem

HAtag wurde auch eineNhd Schnittstelle in den Zielvektor eingebracht, so dass positive KloneResthiktiors-
verdaueine DNABande bei 285 bpufwiesen(K2, K3). Im Fall des p3:Fzd5 wurde mit dem H#ag eine BamHI
Schnittstelle eingefiihrt. Nach einem DOmgverdau ausNdd und BamH zeigte sich ein Einbau des s in
korrekter Orientierung durch eine Bande bei 504 bp (K2) und bei invertierter Orientierung durch eine Bande bei 459
bp (K1, K3). M1 =1 kb DNLAiter, M2 =Ultra low rangeDNALeiter,K = Kdn, RV = Restriktionsverdau.

C) Schematische Darstellung der UberexpressionsvektoredHgNzd1l und pNHAFzd5 mit einem Nerminalen

HAtag.

4.4.2 Klonierung von Fzd5 in den Uberexpressionsvektor
pN3-attB

Die 291 bp langattB-Sequ@éz ¢ prokaryotischen Urspingsc erlaubt eine spezifische
Integration eines Vektors in das GenoDie Integration wird von ddf C3kIntegrase
katalysiert und findet im Genom von Eukaryoten aagenanntenpseudo attP-
Sequenzerstatt. Ziel dieser Methode ist mittels der gerichteten Integration dies-Au
beute an stabilen Klonen gegenulber einer ungerichteten Integration zu erh@hen.
die stabile Transfektion von Fzd5 wurde die schon im-p&& klonierte Rezeptor
Sequenz miBigndésequenzZNM_003468in den pN3attB (Abb.31A) umkloniert Dazu
wurde Uber einen Doppelverdau mitlindIl und EcoR der pN3attB gedffnet (Abb.
31B) und die FzdSsequenz mit und ohne HAag aus den Vektoren pNBzd5 bzw.
PN3HAFzd5 ausgeschnittebb.310). Danach wurde Uber eine Ligationsreaktion die
Fzd5Sequenz sowohl mit als auch ohne-tag in den pN3attB-Vektor eingebracht.
Mit Hilfe eines analytischen Restriktionsverdaus wurde dereide Einbau fur den
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pN3-attB-Fzd5und pN3-attB-HAFzd5 Uberprift Abb.31D bzw.E). DieAbb. 31F zeigt
den schematischen Aufbau der Vektoren.

pN3-Fzd5
attB-Sequenz eszr’j:i-t[tz:nsmit geschnitten mit
MV Promotor Hinghl) und Ecof Hindl und EcoR
SUC Origin \ 4000 | T || —c 1286 4000 ~ 2 || S | 3992
MCS oo 2000~ || S le1776
205 8
——
pNg_attB £ SV40Poly A ———
(4293 bp) pN3-HA-Fzd5
22 o geschnitten mit
HSV-TK Poly-A F1Origin Hindlll und EcoRl
—
4000 1 222 - |00
SV40 Promotor 2000 | [« 1821
Kan®/NeoF SV40 Origin ——
D pN3-attB-Fzd5 geschnitten E pN3-attB-HA-Fzd5 geschnitten
mit Hindlll und EcoRl mit Hindlll, BamH| und EcoRI
M NK RV M RY NK
5 6000 —| St =
6000 —|st . o) <« 4286
4000 S A WP < 4256 L P
20005 - 1776 1900 === ¢ 1706
-

attB-Sequenz
CMV promoter pUC Origin

F attB-Sequenz CMV promoter

pUC Origin

HSV TK Poly A
HSV TK Poly A

pN3-attB-Fzd5

Fzd1/

R R
Fzd5 Kan®/Neo

Kan®/NeoF

5v4Q or\‘gm/

Sv40 orig\'n/
/ SV40 promoter

SV40 promoter

\ \mcs

SV40 Poly A

\ \mcs
SV40Poly A

F1 Origin
F1 Origin

Abb. 31: Klonierung von Fzd5 sowie HAzd5 in den Uberexpressionsvektor pN8aB.

A) Schematische Darstellung des ptB.

B) Restriktion des Zielvektors p/d8B mit Hindll undEcoR

C) Exzision von Fzd5 (1776 bp) sowieF&#6 (1821 bp) aus den Vektoren pRAI5 und pN3HAFzd5 mittels
HindIl undEcoR Doppelverdau.

D) Restriktionsanalyse des pld8B-Fzd5 durch Doppelvdau vonHindll undEcoR Der positive Klon weist die
Exzision der FzeBezeptorsequenz (1776 bp) auf.

E) Restriktionsanalyse des phiBB-HAFzd5. Nach einem Dreifachverdau adiadll, BamH und EcoR zeigt der
positive Klon nebe der teilweisen Exdn der Fzd5Rezeptorsequenz (1706 bp) zusatzlghedingt durch die
BamH-Schnittstelle im HAag ¢ eine Bande bei 106 bp. Abkirzungen M = Marker, NK = Negativkontrolle, RV =
Restriktionsverdau.

F) Schematische Darstellungrd/ektorenpN3-attB-Fzd5 und pl3-attB-HAFzd5.
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4.4.3 Entwicklung des modularen Klonierungssystems pN3 -
SoiToiGoi

Fir die Klonierung weiterer Fzds wurde eine flexible Klonierungsstrategie etabliert, die
ein standardisiertes Verfahren zur Generierung von Uberexpressionsvektoren erlaubt,
ohne daei auf einen Zwischenschritt mit einer TOP®KIlonierung zurtickgreifen zu
missen.Das zentrale Element dieses Ansatzes stellen 6 Erkennungsststien32)

fur die sehr selten schneidenden Restriktionsenzyhgel, Pad, Pvd, Swd, Pmd und

Acl dar. InAbb.32 sind Gene fiir Komponenten des WintCateninSignalweges agé-

fuhrt, die mit dieser Kombination an Restriktionsenzymen kloniert werden kénnen.
Dazu wurde Uber eine PCR mit Hilfe von modifizierten Primern Erkennungsstellen fur
diese Restriktionsenzyme an den Enden der jeweiligen Amplikons eingefuhrt.

Signalsequenz (ss), Soi HA-tag, Toi Gensequenz ohne ss, Goi Auswahl an Geasn die Uber
(ss of interest) (tag of interest) (gene of interest) die erxibIecIoning siteklo-
niert werden kdnnen
Xhol  Agel Pacl Pvul Swal Pmel Acll  EcoRI Ezdl. Fzd2. Fzd3. Fzd4. Ez

Flexible cloning site (81 bp)

CMV Promotor
M

Fzd6, Fzd7, Fzd8, Fzd9,
Fzd10, Wntl, Wnt2, Wnt2b,
Wnt3, Wnt3a, Wnt4, Wntb5a,
Wnt5b, Wnt6, Wnt7a,
F1Origin Wnt7b, Wnt8a, Wnt8b, ,
Wnt9a, Wnt9b, Wnt10a,
Wnt10b, Wntl11, Wnt16,

SV40Poly A

pN3-SoiToiGoi l S\V40 Promotor DvlI2, Kremenl, Kremen2,
pUC Origin (4079 bp) W <\400rgin GSK3 , Axinl und 2, APC1
und 2,i -Catenin, TF7, TF7L
TF7L1, LEF1

Kanf/NeoF

HSV-TK Poly A

Abb.32: Aufbau und Anwendung des modularen Klonierungssystems.
Schematischer Aufbau der flexiblefoning sitewelche sich durch di&ombination der Schnittstellen fur die Res
riktionsenzymeAgel, Pad, Pvd, Swd, Pmd undAcl zusammensetzt.

Das inAbb. 33A aus einer Hybridisierung zweier Oligoladitide generierte DNA
Fragment (99bp), enthielt die 81 bp lange flexitlening site bei der die Erkennursg
stellen fur die Restriktionsenzyme durch Spacersequenzen voneinander getrennt sind.
Das erleichtert zum einen das sequentielle Klonieren und zoderan fihren diese
Spacersequenzen zu einer groReren Flexibilitat in der Polypeptidkette. Mit dem Ube
hangen (19 bp) voXhd und EcoR wurde die flexiblecloning site(81bp) in den pN3
Uberexpressionsvektor eingebracht, der im folgenden {8¢80iGoi geannt wird.
Dabei steht Soi fusignal sequence of interesoi flrtag of interestund Goi flrgene

of interest Nach einem Restriktionsverdau zur Prifung des korrekten Einlddaks (
33B) wurde die korrekte Sequenzidentitat durch eine EB&§uenzierung Uberprift.
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A B 1"

M NK RV _NK RV M
—

Flexible
cloning site

4000

1000 —

99 »

Abb. 33: Generierungdes modularen Klonierungssystems.

A) Flexiblecloning site(81 bp) mit Uberhangen (18 bp) firr die RestriktionsschnittsteXled und EcoR zur Einbrig
gung in den entsprechend linearisierten pN®ck Vektor.

B) Analyse des pNSoiToiGoi nach Klonierung der flexibldoning sitein den pN3Vektor. Exzisionder flexiblen
cloning sitedurchXhd undEcoR DoppelverdauM = Marker, NK #degativkontrolle RV =Restriktonsverdau

4.4.4 Klonierung von Fzd1l, 3,5, 6 und 7 in den pN3 -SoiToiGoi-
Vektor

In einem ersten Schritt wurde in den pM®iDiGoi die Signalsequendes Fd5-
Rezeptorg85 bp)kloniert. Dazu wurde eine PCR mit modifizierten Primern dwe€hg
fuhrt, welche die Schnittstellen fir die RestriktionsenzyAysd undPad sowie zusat-
lich Uberhangevon jeweils 6bp an den Enden deBCRProdukts (101 bpeinfiihrten
(Abb. 34A). Danachwurde der Zielvektor pNSoiToiGoi Uber den Doppelverdau mit
Agd undPad linearisiert Abb.34B) und das PCRrodukt Abb.35A) mit dem gleichen
Doppelverdau auf 85 bp getrimmt, um nach einer Ligyadreaktion den pN&zd5Soi
zu erhalten

Fzd5-ss (Fzd5-Soi) PN3-SoiToiGoi
(ss of interest) geschnitten mit
Agel und Pacl
6000 — =
Xhol  Agel Pacl  Pwul Swal  Pmel  Acll EcoRl 4000 iz 4063

/

Flexible cloning site (81 bp) /

pPN3-Fzd5-Soi

Abb. 34: Klonierung des pN&zd5SoiVektors (Teil 1)

A) Die Insertion der Nukleinséuresequenz, die fur das Signalpeptid von Fzd5, lavtiégte Gber die Schnittstellen
der Restriktionsenzymagd undPad.

B) Restriktionsverdau des Zielvektors pBtEToiGoi miAgd undPad.
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Uber einen analytischen Restriktionsverdau wurde der Einbau der Nukleinsdures
quenz, die fur das Signalpeptiddiert, tUberprift @Abb. 35B). Zusatzlich wurde Uber
eine DNASequenzierung mit nachfolgendem Alignment die Sequenzidentitati-verif
ziert. INAbb.35C ist der Aufbau des pN&d5Soischematiscldargestellt.

A B C Flexible
~ cloning site
Fzd5 Soi
Klon Klon \ // MCS
) 1 1 2 3 CMV Promotor SV40 Poly A
Fzd5-Soi NK M_RV_RV RV ol
700 —

300 F1Origin

100 — - > 101

pUC Origin pN3-Fzd5-Soi

4148 bp

' SV40 Promotor

77 SV4QOrigin

HSV-TK Poly A Kan®/Neof

Abb. 35: Klonierung des pN&zd5SoiVektors(Teil 11)

A) PCR Produkt der F&ignalsequenmit den Schnittstellen fiAgd und Pad. AlsMatrize diente pPCMV4XL4
Fzd>5.

B) Restriktionsanalyse dreier pitiver Klone UberExzisionder Nukleinsauresequenz, welche fir diezd5
Signalsequeng85 bp)kodiert, durch einen Doppelverdau miigd und Pad. NK = Negativkontrolle, M = Marker,
RV = Restriktionsverdau.

O Schematische Darstellung von pR&d5Soi

In den nachsten Klonierungsschritten wurden Fzd1, 3, 5 und @ dite zugehdérigen
SignalsequenzefAbb. 36A) in den pN3dzd5Soi Abb. 36B) kloniert. Daflr wurden
wieder Uber eine ER Abb.36C) an den Enden der Ankgins Schnittstellen eingefuhrt

¢ diesmal fur die Enzymiemd und Acl ¢ sowiejeweils 6bp zusatzlich, um die Effizienz
des Restriktionsverdaus zu erhéhen. Als Matrize dienten die Vektoren von den Firmen
Origene und Imagenéurch denDoppelverdaumit Pmd und Acl wurde der Zielvk-

tor pN3-Fzd5Soi linearisiertAbb.36B) sowie die Amplikons um diden genannter

bp getrimmt. Danach wurden Utber eine Ligasereaktion die codierenden Sequenzen fir
die jeweiligen FziRezeptoren in den pNBzd5Soi eingebrauat. Die erhaltenen Fzd
Uberexpressionsvektoren wurden mittels eines analytischen Restriktionsverdaus auf
den korrekten Einbau der P@&Rodukte geprift Abb. 36D) und nittels DNA
Sequenzierung und nachfolgendem Alignment die Ubereinstimmung der Sequenzide
titat mit den Datenbanksequenzen fur FzddM_ 003509, Fzd3 (NM_017412), Fzd5
(NM_003468 und Fzd7 (NM_003507) abgeglichen. Eine schematische Darstellung des
Aufbaus de generierten FzdJberexpressionsvektoren geht adbb.36E hervor.

72



ERGEBNISSE

FzdS5-ss (Fzd5-50i) Rezeptor-Sequenz ohne ss, (Fzd-Goi) pNi'F_Zt‘:S'S"i_t
: . geschnitten mi
(ss of interest) (gene of interest) “Ac und Pmel
Xhol  Agel Pacl  Pwul Swal  Pmel  Acll  EcoRl A 4136
/ Flexible cloning site (81 bp) / 3000
pN3-Fzd5-Soi-Fzd-Goi
Fzd1-Goi F2d3-Goi Fzd5-Goi Fzd7-Goi
6000 e ! 6000
6000 . 6000 =y ;
2000 2000 — u 1961 2000 <+ -
1500 i 41763 1500 - 15004 - 1706 2000 1655
1000 1000 —jess 1000 E
pN3-Fzd5-Soi-Fzd1-Goi pN3-Fzd5-Soi-Fzd3-Goi
K1 K1 K2 K1 K1 K2
M NK RV RV M NK_RV_RV Fzd5-Soi

CMV Promotor Flexible cloning site

— — F2d-Goi
= 6000 —{¥==
2888 [ P S < 1136 4000 4+~ — e 1136
— — — |— .
— — pUCOrigin
2000 4~ = — — 2000 -+~ ——e 1941
1500 4 S 1743 1500 Je—
1000 — 1000 "

PN3-Fzd5-Soi-
Fzd-Goi

HSV-TK Poly A

$§ MCs
SV40 Poly A

F1 Origin

pN3-Fzd5-Soi-Fzd7-Goi

K1 K1 K2
M NK RV RV

pN3-Fzd5-Soi-Fzd5-Goi

K1 K1 K2
M NK RV RV

Kan®/Neo®

== SV40Origin  SV40 Promotor
—|

6000 fom | b 4136 000 1= 4136

4000 — f —— 4000 — E-

20004~ B e le 1686 - -

1500 ==~ iggg I 1635

1000 o 1000 —| ==

Abb. 36: Klonierung derUberexpressionsvektoren pNBzd5SoiFzd1Goi, pN3Fzd5SoiFzd3Goi, pN3Fzd5Sok
Fzd5Goi undpN3-Fzd5SoiFzd?Goi.

A)Die Insertion defiir den jeweiligen Rezeptor kodierenden Sequeneduolgte Uiber die Schnittstellen der Re&tri
tionsenzymePmd undAcll.

B) Restriktionsverdaules Zielvektors pNBzd5Soi mitPmd undAcl.

C) PCR Produkte der RezegBaguenzerohne Signalsequen{sg mit den Schnittstellen fiPmd und Acl. Als
Matrize dienten die/ektoren von Origene (Fzd1, 3, 5) sowie von Imad€ad7).

D) Restriktionsanalysen der FaerexpressionsvektorerPositive Klone wiesen nach Doppelverdau dufche
und Acl eineExzisiorder klonierten Ed-Fragmente aufDie DNABande bei 4136 bp reprasentiert den Zielvektor
pN3-Fzd5Soi und die unter®ande das jeweilig klonierte FEdlagment. M= Marker, K = Klon, NK = Negativkdntro
le, RV = Restriktionsverdau.

E) Schematische Darstellung der UberexpressionsvektoresrpbiBSoiFzdGoi.
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Der letzte Klonierungsschritt bestand nun in der Einfuhrung ®idétags zwischen

der Sequenz, die fur das Signalpeptid codiert, und der codierenden Sequenz fur die
CRD des jeweiligen FRizeptorsAbb.37A). Hierfir wurde zuerder 47 bp langéag

mittels Hybridisierung zweier Oligonukleotide generiéblf.37B), welcher danach die
kompatiblen Enden fur die Klonierung tber die SchnittsteRed und Swd aufwies.

Nach Linearisierung der FzdB-, 5 und Fzd7UberexpressionsvektorenAbb. 37C)

Uber einen Doppelverdau mRvd und Swd konnteim Anschlgs daran mitteld.igas-
reaktion der HAag in die Vektoren eingebracht werden. Die Sequenzidentitat des HA
tagswurde tberDNASequenzierung bestatigt. Das Grundgeriist dieser Vektoren ist in
Abb.37D dargestellt.

A B

Fzd5-ss (Fzd5-Soi) HA-tag, Toi

Rezeptor-Sequenz ohne ss, (Fzd-Goi) HA-tag
(ss of interest) (tag of interest) i

(gene of interest)

Xhol  Agel Pacl Pvul Swal Pmel Acll  EcoRI
/ Flexible cloning site (81 bp) /

PN3-Fzd5-50i-HA-Fzd-Goi

C pN3-Fzd5-Soi-Fzd1-Goi pN3-Fzd5-Soi-Fzd3-Goi D
geschnitten geschnitten Fzd5-Soi s i
mit Pvul und Swal mit Pvul und Swal CMV Promotor g
6000 || G- (< 5850 00 .|| e (< 6057
4000 |- e 4000 s pUC Origin Fzd-Gol
1500 —S—— 1500 — ®
pN3-Fzd5-Soi-
HA-Fzd-Goi
_ _ pN3-Fzd5-Soi-Fzd7-Goi HSV-TKPolv A
PN3-de5-:0!-FZdS-GOI geschnitten Y
‘tg:SCI nlt;e; I mit Pvul und Swal X MCs
mit Pvul und Swa
- - M NK RV Kan®/Neo SV40 Poly A
6000 —|| A [« 5 p—| -
4000 —+ e 6000 —f === ~. 5751 n F1Origin
— : 4000 =] | v SV400Origin - SV40 Promotor
1500 =~ 1500 4= =

Abb. 37: Klonierung des HAags in die FzeJberexpressionsvektoren.

A) Die Insertion des Htagserfolgte tber die Schnittstellen der RestriktionsenzyRwvel undSwad.

B) Der HAag wurde durch Hybridisierung zweier Oligonukleotide generiert.

C)Restriktionsverdau der Fadberexpressionsvektoren durdPvd und Swad als Vorbereitung zur Klonierung des
HAtags.

D) Schematische Darstellung der fiuerexpressionsvektoren mit einem-tBrminalen HAtag. Positive Klone
wurden Uber Sequenzierung bestétigt.

74



ERGEBNISSE

Fur die Klonierung des Fz&&zeptors kam ebenso der pifR2d5Soi zum Einsatz,
diesmal aber mivorhandenem HAag im Vektor. Der Aufbau des Fz&&zeptors ist
schematisch imAbb. 38A dargestellt. Im ersten Schritt wurde dem piR2d5SoiHA
Fzd5Goi in einem Dopelverdau mitPmd und Acl die fir den Fzd5Rezeptor kodi-
rende Sequengl686 bp) ausgeschnittefbb.38B). Nachfolgend wurde in einer PCR
die Nukleinsduresequenzes FzdéRezeptors(2073 bp) ohneSignalsequenamplifi-
ziert. Als Matrize diente eine aus HEK293 revers transkribierte-BiA. Fur die PCR
(Abb. 38C) wurden Primer erwendet die neben den Restriktionsschnittstellen flr
Pmd und Acl noch jeweils Gp an die Enden des Amplikons (2093 bp) einfuhrten,
welche die Effizienz des nachfolgenden DoppelverdausPmi#d und Acl erhdhen
sollten. Darauf erfolgte die Ligationsreaktiales Fzd6GorFragmenés mit dem linea-
risierten Vektor pNJFzd5SoiHA. Uber einen analytischen Restriktionsverdau mit
Pmd und Acl wurde der Einbau des Fz@®iFragments (2073 bp) tUberprifAbb.
38D) und mit Hilfe einer DN/&Sequenzierung die Sequenzidentitat der Datenlsank
guenzvon Fzd6 (NM_003506) abgeglichen. Der fertiggestellte Vektor igthb. 38E)
dargestellt.

A B

pN3-Fzd5-Soi-HA-tag
-Fzd5-Goi

Fzd5-ss (Fzd5-Soi) HA-tag, Toi Rezeptor-Sequenz ohne ss, (Fzd6-Goi) geschnitten
(ss of interest) (tag of interest) (gene of interest) mit Acll und Pmel
6000 — -

Xhol Agel Pacl Pl swal  Pmel  Acll EcoRl 4000 [ e—bie 4163

2000 - ——
/ Flexible cloning site (81 bp) / 1500 [« 1686

pN3-Fzd5-Soi-HA-Fzd6-Goi
Fzd5-Soi
C D E CMV Promotor HA-tag

pN3-Fzd5-Soi-HA-Fzd6-Goi Fzd6-Goi

oK pUCOrigin
Fzd6-Goi M NK RV RV .
pN3-Fzd5-Soi-
6000 — 6000 > — HA-Fzd6-Goi
2500 == A
3500 2093 4000 | _—_t 4136 HSV-TK Poly A
iggg - — - 0073 & mcs
1000 Kan®/Neo® SV40 Poly A
F1Origin
SV40 Origin - SV40 Promator

Abb. 38: Klonierung des Uberexpressionsvektors pN3d5SotHAFzd6.

A) Die Insertion der FzeBequenzrfolgte Uber die Schnittstellen der Restriktionsenzyifmed undAcl.

B) Restriktionsverdaules Zielvektors pNBzd5SoiHAFzd5Goi mitPmd undAcl.

C) PCR Produkt der FZid6zeptorSequenz mit den Schnittstellen fdmd undAcl.

D) Restriktionsanalyse des piR3d5SoiHAFzd6Goi uber einen Doppelverdau nftmd und Acl. Positive Klone
weisen sich durch einExzisiorder FzdéRezeptorSequenz (2073 bp) aus. Nikarker, K = Klon, NK = Negétua-
trolle, RV = Restriktionsverdau.

E) $hematische Darstellung des UberexpressionsvektorsfdBSoiHAFzd6Goi mit Nterminalen HAtag.
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4.4.5 Klonierung von Wnt3 und Wnt3a in den pN3 -SoiToiGoi-
Vektor

Fur die Klonierung von Wnt3 und Wnt3a wurde ebenfalls das flexible Kloniergngssy
tem im pN3SoiTaGorVektorgenutzt. Wie aaoh bei den Fzds wurde die Nukleinséur
sequenz, welche fir die Signalsequenz kodiemabhangig vom restlichen Wnt
Fragment und dem H#ag kloniert (Abb. 39A). AlsSignalsequenzvurde die von
Wnt3a (85 bp) gewahlt und mittels einer PCR wurden die Restriktionsschnittstellen fur
Agd undPad sowie zusétzlich jeweilsk$ an den Enden des Amplikons (101 bpy) ei
gefuhrt (Abb.39B). Als Matrize fur die PCR diente das pM33aPlasmid. Nachie

nem Doppelverdau des Amplikons und des #8ToiGoi mit den Restriktionsgnz
men Agd undPad wurde Uber eine Ligainsreaktion das Wnt3&otFragment in den
pN3-SoiToiGoi eingebracht. Der dabei generierte Ni3t3a-Soi wurde mittels Rés
riktionsvedau auf den korrekteftinbau desVnt3aSotFragmentshin Uberprift @bb.

39C) und mittels DN/&Sequenzierung wurde die erhaltene Sequenz mit der aus der
Datenbank fur Wnt3a (NM_033131) abgeglichen. Die schematische Darstellung von
pPN3-Wnt3aSoi zeigiAbb.39D.

A B

Whnt3a-ss (Wnt3a-Soi)

Whnt3a-Soi
(ss of interest)

700

300
Xhol  Agel Pocl Pvul Swal Pmel Acll  EcoRl 100 101

/ Flexible cloning site (81 bp) /

pPN3-Wnt3a-Soi

C D Flexible
loni it
Klon1 ) 3 Wnt3a-Soi cloning site
NK RV RV RV M \//I\/ICS
CMV Promotor
SV40Poly A
] [
6000 —| Sl
4000 —{ === L EEES F1Origin
—
2000 | =—=| [** :
1500 — === pUC Origin pN3-Wnt3a-Soi
1 — —
000 —| === 1 4148 bp ' SV40 Promotor
s e ——
- 300 ¥ sv40Origin
85% .—100

HSV-TK Poly A Kan®f/Neo®

Abb. 39: Klonierung des pN3Vnt3a-Soi Vektors.

A)Die Insertion deSignalsequenzon Wnt3aerfolgte tber die Schnittstellen der Restriktionsenzyfvs undPad.
B) PCRProdukt der Signalsequenz von Wnt8é den Schnittstellen fiAgd undPad.

C) Restriktionsanalyse dreieogitiver Klone tber Exzision défnt3aSignalsequeng85 bp) mittels eines Doppe
verdaus au#\gd undPad. NK = Negativkontrolle, M = Marker, RV = Restriktionsverdau.

D) Schematische Darstellung des UberexpressionsvektoiiN3a-Soi
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Im nachsten Schritt wurden die kodierenden Sequenzen von Wnt3a und j)aimédls
ohne Signalsequenm den pN3Wnt3a-Soi eingebrachtAbb. 41A). Dazu wurden die
Wnt3a bzw. Wnt3Sequen987 bp bzw. 1028 bp) durch PCR mit elongierten Rrime
amplifiziert. Diese fluihrten neben den Restriktionsschnittstellen Fimd bzw. Acl
zusattich jeweils 6 bpan den Enden des Amplikons eAbp.41B), was den nadbl-
genden Restriktionsverdau miPmd und Acl erleichterte. Als Matrize diente fir
Wnt3a der pN3Wwnt3a und im Fall von Wnt3 cDNA, die aus t&alA von HEK293
Zellen hergestellt worden walNach Doppelverdau des Amplikons sowie des Zielve
tors pN3Wnt3aSoi mit Pmd undAcl (Abb.41C) erfolgte die Ligationsreaktion

A Wnt3a-ss (Wnt3a-Soi) Wnt-Sequenz ohne ss,
(ss of interest) Wnt3a-Goi, Wnt3-Goi (gene of interest)
Xhol  Agel Pacl Pvul Swal Pmel  Acll EcoRl
/ Flexible cloning site (81 bp) /
pN3-Wnt3a-Soi-Wnt3a-Goi
pN3-Wnt3a-Soi-Wnt3-Goi
B C pN3-Wnt3a-Soi geschnitten
mit Ac/l und Pmel
RV. NK M
Wnt3-Goi Whnt3a-Goi —
1500 3000  ——— 4136 g
i S——" 2000 — =
1000 = — i< 1048 —
1000 1007 ]
720 3 1000

Abb. 40: Klonierung der Uberexpressionsvektoren pN8nt3a-SoiWnt3a/Wnt3-Goi (Teil 1)

A) Die Insertion der WrABequenzen erfolgte tiber die Schnittstellen der RestriktionsenBme und Acl.

B) PCHProdukte der Wnt3aund Wnt3Sequenzemhne Signalsequenmit den Schnittstellen filPmd sowieAcl.
C) Restriktionsverdau des Zielvektors pNBt3a-Soi mitPmd undAcl.

Die erhaltenen Wnt3aund Wnt3 Uberexpressionsvektoren wurden mittels analyt
schen Restriktionsverdau auf den korrekten Einbau der Amplikons gepHilft 41A,

B). Abschliel3end wurde ein Alignment mit den aus der E¥d4uenzierung und den
aus der Datenbank fur Wnt3a (NM_033131) und Wnt3 (NM_030753) erhalte;en S
quenzen durchgefiihrt. Eine schematie Ubersicht dieser Vektoren ist Abb. 41C
dargestellt.
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A M Kon1RV C
[+ 413
e Whnt3a-Soi ) ) )
—_— CMV Promator Flexible cloning site
R pe—rt %87 Wnt3a-Goi/
Wnt3-Goi
—_ pUC Origin
pN3-Wnt3a-Soi-
B 7 Wnt3a/3-Goi
HSV-TK Poly A

& MCs
SV40 Poly A

F1 Origin
SV40 Origin - SV40 Promotor

6000 Kanf/Neo®

4000

2000 —{We—
1500 —1¥
1000 |

4136

1028

Abb. 41: Klonierung der UberexpressionsvektorgmN3-Wnt3a-SorWnt3a/Wnt3 -Goi(Teil I1)

A) Restriktionsanalyse des Uberexpressionsvektors\Mi8a Soi-Wnt3aGoi mittels eines Resktionsverdaus aus
Pmd undAcl sowieExzision deWnt3aGoiFragmentg987 bp).

B) Restriktionsanalyse ddsberexpressionsvekterpN3-Wnt3aSoiWnt3-Goi durch einen Restriktionsverdanmit
Pmd undAcl sowieExzision de¥Vnt3-GoiFragmentg1028 bp) M= Maiker, RV = Restriktionsverdau.

O Schematische Darstellung der UberexpressionsvektorenWWhi3a-SoiWwnt3a-Goi und pNavnt3a-Soiwnt3-
Goi.

Im letzten Schritt wurde in die Wxllberexpressionsvektoren noch eintérminaler
HAtag eingebracht Abb.42).

Wnt3a-ss (Wnt3a-Soi) HA-tag, Toi Whnt-Sequenz ohne ss,

(ss of interest) ({tag of interest) Whnt3a-Goi, Wnt3-Goi(gene of interest)

Xhol Agel  Pacl Pvul Swal Pmel  Acll EcoRl
/ Flexible cioning site (81 bp) )/

pN3-Wnt3a-Soi-HA-Wnt3a-Goi
pN3-Wnt3a-Soi-HA-Wnt3-Goi

Abb. 42: Klonierung des HAags in die Uberexpressionsvektoren pN&nt3a-SoiWnt3a/Wnt3 -Goi(Teill).
Die Insertion des H#fags erfolgte Uber die Schnittstellen der Restriktionsenzytad undSwd.

Nach Linearisierung der Wnt3and Wnt3 Uberexpressionsvektoren durch Doppeive
dau mitPvd und Swd (Abb.43A, B wurde der HAag mittels einer Ligationsreaktion
in die Vektoren eingebracht. Der Einbau d&&tags wurde hierbei Uber einen analyt
schen Restriktionsverdau Uberpruflfb. 43C, D. Abb. 43E zeigt die schematische
Darstellung von pN3Vnt3aSotHAWNt3a/Wnt3-Goi.
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pN3-Wnt3a-Soi pN3-Wnt3a-Soi
A -Wnt3a-Goi B -Wnt3-Goi E
geschnitten geschnitten
mit Pvul und Swal mit Pvul und Swal Wnt3a-50i  HA-tag
" CMV Promotor
6000 — - ¢ 6000 —| — s ’
40004 = 5108 4000 Wnt3a/
%888: pUC Origin Wnt3
a 1500 —
pN3-Wnt3a-Soi-
HA-Wnt-Goi
C Exzission des D Exzission des HSV-TKPoly A
HA-tags aus HA-tags aus
. 5 MCS
pN3-Wnt3a-Soi- pN3-Wnt3a-Soi- 5V40 Poly A
HA-tag-Wnt3a-Goi HA-tag-Wnt3-Goi Kan®/Neof oly
200 F1 Origin
SV40 Origin - SV40 Promotor
50 ¢ 47
25

Abb. 43: Klonierung des HAags in die Uberexpressionsvektoren pN&nt3a-SorWnt3a/Wnt3-Goi(Teilll).

A) RestriktionsverdadesZielvektorppN3Wnt3a-SoiwWnt3aGoi mitPvu undSwad.

B) RestriktionsverdadesZielvektorgpN3Wnt3a SotWnt3-Goi mitPvu undSwad.

O Restriktionsanalysdes pN3Wnt3a-SoiHAWNt3a-Goi mitPvd undSwd.

D) Restriktionsanlysedes pN3Wnt3aSoiHAWNt3-Goi mitPvu undSwad.

B) Schematische Darstellung der Uberexpressionsvektorer\ghi3a-SoiHAWNt3a-Goi und pN3-Wnt3a-SoiHA
Wnt3-Goi.

4.4.6 Nachweis der Uberexpression von Fzds sowie Wnts auf
MRNA- und Protein -Ebene

Aufgrund de hohen Verwandtschaftsgrasd innerhalbder Frizzledund WntFamilieg

mit bis zu 736 bzw. 996 Sequenzidentitat zwischen einzelnen Mitgliedern deriFam
lien ¢ sind bislang nur wenig spezifische Antikorper kauflich zu erwerben. Aufgrund
dieser Tatsache wden deshalb HAyetaggte Proteinektopisch exprimiert, um diesen
Uber AnttHA-Antikorper nachweisen zu kénnen.

Der Nachweis der Uberexpression wurde zunachst in HEK293 Zellen durchgefihrt. In
Abb. 45A undB sind WesterrBlots von Zelllysaten der beiden verschiedenen Ukere
pressionansatzefur Fzdl und Fzd5 vergleichend nebeneinander dargestellt. Im Fall
der pN3SoiToiGeKonstrukte wisen die Proteinbanden ein héheres Molekularg
wicht auf. Dies ist auf die Einbringung von Spacersequenzen zusammen mit dem HA
tag zuriickzufiihren. Sowohl bei Fzd1 als auch bei Fzd5 und Fzd7 war jewedsseine
gepragte Doppelbande imWestern Blotnachweisbar, wbei die untere der beiden
Banden im Vergleich zum errechneten Molekulargewicht eine um etwa 10 kDw geri
gere Masse aufwies. Die Uberexpression von R&d®. 45C) zegte ebenfallseine
Bande bei geringerem Molekulargewicht (65 kDa anstelle des erwarteten Motekula
gewichts von 76 kDa).
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Abb. 44: Ektopische Expression von HAd1, 3, 5, 6 und 7 in HEK2&8llen.

Die Immundetektion wurde mittels eines AsiA-Antikdrpers durchgefihrt.

A) Vergleichende Uberexpression vbiFzdl mittels pN3HAFzdl und pN&Fzd5SoiHAFzd1iGoi in HEK293
Zellen. Die Lysate wurden an Tag 2 na@nsfektion generiert.

B) Vergleichende Uberexpression vbiAFzd5 mittels pN#HAFzd5 und pNFzd5SoiHAFzd5Goi in HEK293
Zellen. Die Lysate wurden an Tag 2 nach Transfektion generiert.

C) Uberexpression va#A-Fzd3 6 sowie von 7 in HEK2@2:llen ariTag 2 nach Transfektion.

Auch der funktionelle Nachweis derAWnt3a und HANNt3-Uberexpressions
konstrukte (Abb. 45) wurde in HEK29Zellen durchgefuhrt. Basiererauf der Geg-
benheit, dass es sich hierbei um sezernierte Molekile handelt, wurden nicht nur die
Zelllysate, sondern auch die jeweiligen Zellkulturiiberstande mittels Western Bdet an
lysiert. Wie Abb. 45 zeigt, war die Uberexpression hauptséchlich in den Zelllysaten
nachweisbar, wahrend in den Zellkulturiberstdnden nur eine geringe Menge Wnt3a
detektiert werden konnte. Zudem zeigte sich bei der WrtBzerexpression eine dp-
pelbande. Die Molekulargewichte der detektierten Banden stimmten mit den eewart
ten Molekulargewichten weitgehend utberein.
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Abb. 45: Ektopische Expression vatA-Wnt3 undHA-WnNt3a in HEK29Zellen.
Die Immurdetektion wurdemittels eines AntHAAntikérpers durchgefihrtEktopische Expression von Wnt3 und
Wnt3a in den HEK29Bellen. Die Zellkulturiiberstandeunden an Tag 2 abgenommen. Auch gfeichen Tag

wurden die Lysate generiefie beiden Bilder zeigen unterschiedllahg beliclete (links 5 Min und rechts 15td)
Filme einer Membran.

Im nachsten Schritt wurde die Uberexpression von Fzd5 mittels desHpNFRzd5
Konstrukes in hMSC auf RNBbene(Abb. 46) wie auch auf ProteinebengAbb. 47)
evaluiert Auf RNAEbene lag die Uberexpression an Tag 1 bei 63 % der GAPDH
ExpressionDies entsprachm Vergleich zu den Moekansfizierten Kontrollansatzen

mit etwa 1 % der GAPDEkpression einer Steigerung der Fxdifpienzahl auf das
58fache, wahrenén Tag 7 die Expressionssteigerung auf dagag)?e zuriickging.

100
90 1 EEEE pN3-Mock
80 1 * %k % [ pN3-Fzd5
70 1
60 1 ’l‘

y y
16 = 1
14 4 :[
12 A1
10 A1
8 -
6 -
4 4
2 -
0 | | |

1 3 7
Tage nach Transfektion mit pN3-Fzd5

Relative Expression [%]

Abb. 46: Fzd5Uberexpression in hMSC auf mRN&bene.
Ektopische Expression von Fzd5 nach Transfektion voAFp8i Fur die Quantifizierung wurden 12,5 ng cDNA

eingesetzt. Die Kopienzahlen wurden auf die GAEBRptession normalisiert. Die Ergebnisse sind Mittelwer&D+
eines TriplikatAnsatzes. **P< 0,01; ***P< 0,001.
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Auf Proteinebene konnte das HAzd5Konstrukt sowohl Uber den ARHAANtikGrper

als auch Uber einen Arizd5Antikorper detektiertwerden.Es zeigte sicg wie auch

bei HEK29Z ellen¢ eine Doppelbande. Allerdings wies die obere Bande eine deutlich
schwachere Intensitat auf.

Anti-HA-Antikérper Anti-Fzd5-AntikSrper

727 100

— 75 —
50 —(W— :g-zzs; s | HA-F2ds

(63,5 kDa) 50 — (63,5 kDa)
N
<<’\«8° @O(’ Q*. @o(; ng)
¥ < <4 \e
S & F

$ &

Abb. 47: Uberexpressiornvon HAFzd5in hMSC auf Proteinebene

Auf ProteinEbene wurden die Lysate an Tag 3 nach Transfektion gen&ierDetektion erfolgte hdem AntiHA
Antikérper und mitels einesAnti-Fzd5Antikorpers PK = Positivkontrolle, fiir diese wurde ein Lysat nach Gbere
pression von Fzd5 in HEK2B8len aufgetragen.

Im Vergleich zur HRzd5Uberexpression wies die ektopise Expression von HANt3
eine deutlich hoherd&xpressiorauf. So war HAVNt3 an Tag 1 im Vergleich zu-H2d5
18fach starker exprimiertAbb. 48). In Relation zur Negativkontrolle (pNock) mit
Kopienzahlerweniger alsl % der GARBEXxpressiorwiesen die mit pN3Vnt3aSot
HAWNt3-Goi transfizieten hMSCeine mehr als 3000fach hohere Expressionsrate auf.
Auch an Tag 3 unbag Ghach Transfektion waredie normalisierten Kopienzahleow
HAWNt3 mit255 % bzw. 12%der GAPDHEXpressiomelativhoch(Abb.48).
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Abb. 48: Uberexpression von AWnt3 in hMSC.

Verlauf der Uberexpressionsraten nach Transfektion von-ph8aSoiHAWNt3-Goi Zur Quantifizierung der
Trankriptmenge wurden jeweils 12,5 ng cDNA eingesebie Kopienzahlen wurden auf die GAPBtpression
normalisiert. Die Ergebnissind Mittewerte + SD eines Triplikétnsatzes**P< 0,01;***P< 0,001
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4.4.7 Ektopische Expression von Fzdsin TCF/LEF-Reporter -nMSC

Mit dem Ziel den Einfluss der ektopischen Expression vorREzdptoren auf den
Wnt/i -CateninWegin hMSCzu evaluieren, wurden stabile TCF/tE#porterhMSC
Populationen mit verschiedenen pMNZd5SotHAFzdGorKonstrukten transfiziert.

Eine Ausnahme hierzu stellte Fzd8 dar, welcher im Vektorgerist des pN3 vorlag. Wie
ausAbb. 49 hervorgeht, zeigte sich unter basalen Bedingungen an Tag 5 nachxJbere
pression von Fzd3, 5 ur@lim Vergleich zur Negativkontrolle (rote Linie) eine signif
kante Steigerung der Gausdiaciferase-Aktivitat. Unter Wnt3aStimulation ergab sich

ein verandertes Bild. Die ektopische Expression von Fzd3, 5, 6 und 8 ging mit einer
signifikanten Steigerung der GauskizciferaseAktivitat einher, wobei die Ubere
pression von Fzd3 bzw. Fzd6 die hoch®eporterproteinAktivitatenzeigten.
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Abb. 49: Uberexpression der pN&zdSoiToiGoKonstukte in TCF/LEReporterhMSC.

Fir dieNK(Negativkontroll§ wurden die Zellen mit pNBlock transfiziert. Die Zellkulturiiberstande wurden agT
5 abgenommen und die gemessenen Ri(tétative light unity auf die Gesamtproteinmengaormalisiert und
relativ zur NK der nichtstimulierten Ansétze bezogen. Die rote Linie stellt den Gauddiaitatslevel demNK aus
den nichtstimulierten Ansatzen dar. Die grine Linie zeigt den Gauddimitatslevel derNK unter Wnt3a
Stimulation. Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eines TrigAiksatzes. *P< 0,05; **P< 0,01; ***P< 0,001.
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4.4.8 Ektopische Expression von Wnts in  TCF/LEFReporter -
hMSC

Die Uberexpression der Wahiganden Wnt3a und Wnt3 wiesen starke Unterschiede in
der GaussiuciferaseAktivitat auf(Abb.50). So war schon ahag 1 nach Transfektion
der Wnt3Konstrukte eine Aktivierung des Reportergens zu beobachten; dieses Gau
siaLuciferaseNiveau lag in einem vergleichbaren Bereich wie nach Stimulation mit
rhwWnt3a. An Tag 3 und 7 war nach Transfektion des Wta3mids didadchste Repo
tergen-Aktivitdt messbarg deutlich hoher als die nach Stimulation mit rhWnt3a. Die
HAgetaggte Variante von Wnt3 zeigten Vergleich hierzuniedrigere Gaussia
LuciferaseAktivitdten. Demgegenuber waren bei der Transfektion der Wnt3a
Konstruke deutlich niedrigere Reportergefktivitaten zu verzeichnen, wobei aile
dings die HAyetaggte Variante von Wnt3a ein hdheres Aktivierungspotential als
Wnt3a ohne HAag aufwies.
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Abb.50: Ektopische Expression von WraBHA-Wnt3aund Wnt3/HAWnNt3 in TCF/LEIReporterhMSC

Die RLUs wurden an Tag 1, 3 und 5 bestimmt und ber die Gesamtproteinmemgalisiert Die rote Linie stellt
den Gaussid\ktivitatslevel depN3-Mock (NK) transfizierten TCF/LIREporterthMSCdar. Im Fall derUberexpres-
sionenvon Wnt3 bzw. Wnt3a und den korrespondierendétitag-Varianten wurden digeweiligen SoiToiGoi
Konstrukte transfiziert. Vergleichend hierzu wurdeN3-Mock-transfizierte TCF/LEReporterhMSC mit rekomip
nantem humanem Wnt3a (rhWnt3a) stirliert. Die Egebnisse sind Mittelerte + SD eines Triplikétnsatzes.*P<
0,05; **P< 0,01; ***P< 0,001.
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4.5 Knockdown von Fzd5: Einfluss auf Proliferation und

Apoptose

Nachdem die Knockdowibzw. Uberexpressionsstudien bzgl. Fzd5 gezeigt hatten, dass
dieser FzdRezeptor einen nachhaltigen Einfluss auf den Wi@AteninSignalweg
ausubt, wurde im Anschluss daran die Beteiligung diesesREnéptors an der What
Zielgenexpression, Proliferation sowie am Apoptoseverhalten von hMSC untersucht.

4.5.1 Wnt-Zielgen Cyclin D1

Die Proliferationsrate wird hauptsachlich durch den Zellzyklus gesteuert. Hierbei
kommt den Cyclinen eine Schliisselfunktion zu, wobei dasZihgen Cyclin D1 f3a
geblich am Ubergang der G1 zuPBase beteiligt is(Resnitzky et al. 1994Vor de-

sem Hintergrund wurde deshalb nach Knockdown von Fzd5 an Tag 1, 3ausdién
hMSCRNA isoliert und mittels einefRFPCR die Transkriptmenge von Cyclin B4 b
stimmt (Abb.51). Dies erfolgte sowohl unter basalen Bedingungen als aacih St-
mulation mit hWnt3a. Dabei zeigte sichass nach RNAi gegen Fzd5 die Cyclin D1
Kopien an Tag 1 und 3 bei beiden Versuchsbedingungen deutlich reduziert waren. An
Tag 7 war hingegen eine Induktion von Cyclin D1 zu beobachten. Grundsatzlich waren
die Kopienzahlen von Cyclin D1 unter Wn&anulaton stark erhéht, was die Eige
schaft von Cyclin D1 als positives Wirtlgen widerspiegelt.
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Abb.51: Cyclin DiExpression nach Fzddnockdownunter basalen und Wnt3atimulatorischen Bedingungen.
Mittels gRTPCR erfolgte diBestimmung der mRN#&Xxpression von Cyclin D1 in(NK) bzw. FzdSiRNA (FzdBD)
transfizierten hMSC an Tag 1, 3 undridr einegRFPCRvurden 12,5 ng cDNA eingesetzt. Die Kopienzahlen wurden
auf die GAPD#Expression normalisietind relativ zur Negativkonttle unter basalen Bedingungen an Taget g
setzt Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eines TripAkestatzes*P< 0,05; **P< 0,01.
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4.5.2 Proliferation

Nach RNAi gegen Fzdsigte sich bei mikroskopischen Analysdass die Zellzafmin
Fzd5KnockdowrAnsatzdeutlich verringertwar (Abb.52A, B)

Negativkontrolle an Tag 7 Fzd5-KD an Tag 7

Abb.52: Transfektion von hMS@ der5. Passage mit nsiRNA(A) bzw. Fzd5siRNA(B).
Die Bildenwurden an Tag nach der Transfektion der jeweiligen siRNA am Mikroskop erg&iitlierungsbalken =
200 pm)

Deshalb wurde die Zellzahl mit Hilfe des CyQussdag an Tag 7 nach Knockdown

von Fzd5 sowohl unter unstimulierten als auch unter WrdBmulatorischen Bedt-
gungen bestimmiAbb. 53). Dabei fiihrte der Knockdown von Fzd5 unter beiden B
dingungen zu einer deutlichen Abnahme der Zellzahl. HierbedigaRedktion unter
stimulatorischen Bedingungen starkausgepragt Wahrend nach FzdBnockdown

unter basalen Bedingungen eine Abnahme der Zellzahl um knapp 30 % zu beobachten
war, halbierte sich die Zellzahl unter Wnt8amulatorischen Bedingungen.
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Abb.53: Zellzahlbestimmung/on hMSC nach Knockdown von Fzd5.

Die Zellzahle wurden an Tag 7 nach Trandfek mit Hilfe des CyQuasfssays bestimmind auf dieZellzahlen der
Negativkortrolle (ncsiRNA) unter unstimulierten Bedingungaormalisiert Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD
eines TriplikatAnsatzes. *P< 0,05; *P< 0,01.
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4.5.3 Apoptose und Nekrose

Da neben einer Reduktion déroliferatiorsrate auch Apoptose/orgdnge am Riée

gang von Zellzahlen beteiligt sein konnen, wurde mittslses Apoptosédssay der
Knockdown von Fzd5 bzw. Fzd8 in hMSC untersucht. Wid\lalns54A ersichtlich,
wiesen dabei apoptotische Zellen vermittelt durch Fluorescaie grtinliche Farbung

und nekrotische Zellen zuséatzlich, aufgrund des in die DNA interkalierenden Farbstoffs
Propidiumiodid, einen rotlichen Zellkern awuffallend war, dassdas Farbemuster
vorwiegend nekrotischgedoch kaum apoptotische Zellen auswies.

In Abb.54B ist die Rate der nekrotischen Zellen im Knockdown von Fzd5 bzw. Fzd8
dargestellt. So wurde beobachtet, dass nach Transfektion von-$tR#8A 16 % der
Zelen nekrotisch waren, was gegenuber der Transfektion misiRINA (NK) einer-4

fach héheren Zahl an nekrotischen Zellen entspri€fdgegen zeigtsich im Fall des
Knackdown von Fzd5 kein Unterschied im Anteil der nekrotischen Zellen im Vergleich
zur Negatrkontrolle.
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Abb.54: Annexin VVApoptoseAssay nach Fzdbzw. Fzd8Knockdown.

Die Zellen wurden an Tag 3 reiher Losung voRluoresceirmarkiertem Annexin V und Propidiumiodid inkubiert.

Als Negativkontrolle wurden die Zellen mitsiRNA transfiziert.

A) Dabei zeigen apoptotische Zellen eine griine Farbung und nekrotische Zellen zusatzlich eine rétliche Verfarbung
des Zellkers.

B) Auszahlung alleapoptotischen undnekrotischen Zelle eines Gesichtsfeldes bei 1000fachéergréRerung
(Skalierungsbalken = 100 um)
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4.6 Transient e und stabile Uberexpression von Fzd5

Aufgrund der Tatsache, dass dénockdownvon Fzd5 mit einer Verringerung dercCy

lin D1Kopienzahlen sowienit einer Proliferationsabnahmassoziiert war, sollte in
nachfolgenden Versuchen die Wirkung der ektopischen Expression von Fzd5thinsich
lich der obengenannten Parameter naher evaluiert e\aar.

4.6.1 Transiente Uber expression von Fzd5: Effekt auf Cyclin D1-
Expression und Proliferation

Wie auch beim Kockdown wurden als WrZielgendie Transkriptmengen von Cyclin
D1 quantifiziert. Dabei zeigte sich unter unstimulierten Bedingursigmifikantan Tag

3 und 7 eine leichte Steigerung der Cyclin-Rdpienzahl(Abb. 55). Unter Wnt3a
Stimulation und gleichzeitiger Uberexpression von Fzd5 zeigten sich jedoch ksine Au
wirkungen auf die Cyclin EKopien im Vergleich zur Negativkontrolle.
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Abb. 55: Cyclin DiExpression nach ektopischer Expression von Fzd5 unter basalen und VgtitBalatorischen
Bedingungen.

Mittels qRFPCR erfolgte die Bestimmg der mRNAXxpression von Cyclin D1 in pM8ck- bzw. pN3Fzd5
transfizierten hMSC an Tag 1, 3 und 7. Die Transkriptmengen pro Ansatz wurden in 12,5 ng cDNA quantifiziert. Die
Kopienzahlen wurden auf die GARBKpression normalisietind relativ zur Negatkontrolle unter basalen Bewh

gungen an Tag 1 gesetfiie Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eifgplikatAnsatzes. *P< 0,05; **P< 0,01

Zur Bestimmung der Zellzahl nach Uberexpression von Fzd5 wurde der GyQeant
durchgefuhrt Im Vergleich zu deMock-transfizierten Zellerzeigte sich kein Einfluss
der Fzd5Uberexpression auf die Proliferation der hM@®b.56).
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Abb. 56: Zellzahlbestimmung/on hMSC nach Uberexpression von Fzd5.
Die Zellzahlen wurden nach Transfektiber PlasmidepN3-Mock bzw. pNd-zd5 an Tag mit Hilfe des CyQuant
Assays bestimmbDie Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eines Tripkketatzes.

4.6.2 Stabile Uberexpression von Fzd5: Effekt auf Cyclin D1 -
Expression

Der Vorteil einer stabilen Transfektion liegt darin, dass es zu einer persistierenden
Akkunulation der durch das Transgeondierten Genproduktekommt. Dies beruht im
Allgemeinen auf einer Integratiored Transgefragenden Plasmids in das Genom der
Zelle, wodurch Langzeiteffekte einer ektopischen Expression untersucht weraden ko
nen. In Abb. 57 ist die relative transkriptionelle Expression in den stabil Fzd5
transfizierten hMS@opulationen dargestellt.
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Abb.57: Stabile Uberexpression von Fzd5 in untersaliiehen hMS@opulationen.

Die RTPCR wurde mit 12,5 ng cDNA pro Ansatz durchgefDietKopienzahlen wurden auf die FAg%pression der
Kontrolle @ttB-Mock #2) normalisiert (rote Linie). Die Ergése sind Mittelwerte + SD eines Tripliaisatzes*P<
0,05; **P< 0,01***P< 0,001.

89



ERGEBNISSE

Aus urspringlich 40 transfiziertenvéell-Kavitdten waren 10 hMSRBopulationen he
vorgegangen, welche eine Antibiotikaresistenz (G418) besdksrb der 10 Populat
onen wurde eine Reduktion der Fz&pression im Vergleictur Kontrollpopulation
(pN3-attB-Mock #2) beobachtetNur die Populationen #15 sowie #Miesen eine
360fachebzw. 30facheUberexpression voirzd5auf. Dies spiegelte sich auch in der
Expressionsrate des Wiielgens Cyclin D1 wider, welche in beiden stabil +zd5

Uberexpremierenden hMSEopulationenm Vergleich zur MoeKontrollel7fach bzw.
32facherhoht war @bb.58).
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Abb.58: CyclinD1 Expressioin stabil FzdSiberexprimierenden hMS@opulationen.

Die Kopienzahlen wurden auf die CyclinExpression der KontrollatB-Mock #2) normalisiér Die Ergebnisse
sind Mittelwerte + SD eines TriplikAhsatzes. **P< 0,01; ***P< 0,001.
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5 DISKUSSION

Der Wnt/ -Catenin-Signalweg nimmt im Signaltransduktionsnetzwerk von mesgnch
malen Stammzellen eine zentrale Rolle bei der Steuerung von Stammzelleigenschaften
ein, wodurch Selbsterneuerung, Invasivitat und Differenzierungskapazitat nachhaltig
beeinflusst werdenNusse et al. 2008\eth et al. 2008 Aufgrund der wachsenden
Bedeutung von Stammzelltherapien mit hM8bdallah und Kassem 200&ommt

der Fuwnktionsaufklarung der Komponenten, welche an der Signalintegration des
Whnt/i -Catenin-Signalweges beteiligt sind, eine besondere Bedeutung zu. Dabei steht
am Anfang der Wnt/-Catenin-Signalkaskade der ternare Komplex aus Frizzled
Rezeptor, LRRorezeptor ud WntLigand. Wahrend in denrBeiten von Herrn Dr.
Thomas Kolben und Frau Dr. Marisa Kafgwlben 2011 Karow 2008 Kolben etal.

2012 Perobner et al. 200)2die Expression aller Mitglieder der FEdmilie sowie der
beiden Korezeptoren LRP5 und LRP6 in hMSC nachgewesaen, konnte im Rédn-

men der hier vorliegenderrbeit die mRNA von &er 19 Wnts in hMSC deteé&tt
werden

Um die Aktivitat @s2 y (i-€ateninSignalweges quantifizieren zu kénnen, bestand ein
Teil der hier vorliegenderArbeit in der Etablierung des TCF/tE#porterSystems in
hMSC. Mit diesem Report&ystem war es moglicldie Wirkung unterschiedlicher
Aktivaoren und Inhibitoren des Wnt/ -Catenin-Signalweges auf hMSC bei unte
schiedlichen Zellkulturbedingungen matersuchen Weiter wurden tber RNAi gegen
einzelne FzdRezeptoren sowie FAdberexpressiorgudien in TCF/LEReporterkhMSC
Rezeptoren identifiziert, welche an dhnitiation eines Wnt/ -Catenin-Signals beteiligt
sind.
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5.1 Das Wnt-Expressionsprofil in hMSC, HT1080 und
HEK293

Von den 19 bekannten Wnts in Vertebraten wurden im Rahmen dieser Arbeit in hMSC
Prockop 8 Wntsiachgewiesen. In der ersten Spalte dextb.18 sind die exprimierten
Mitglieder der WntFamiliein hMSC Prockop dargestellt

hMSC Etheridge Boland Okoye Shen Sercan
Prockop et al. (2004) | et al. (2004) | et al. (2008) | et al. (2009) | et al. (2010)
wntl - - P
Wnt2 - P - P P

Tab.18: Vergleich der WnExpression in hMSC aus unterschiedlichen Studien.
In der ersten Spalte ist da&/nt-Expressionsmuster aus dbrer vorliegenden Arbeit dargestellt, nachfolgend die
Ergebnisse von 5 anderen Arbeitsgruppen. Alle Ergebnisse beruhen auf qualifatalgsenn.b. =nicht bestimmt.

Beim Vergleich der Ergebnisse der 6 Studddihbesonderdie Expression vownt2b,

3, ba, 5b, 9a, 10b und 16 auf, da diese in mindestens 4 der 6 Arbeiten nachgewiesen
werden konnten. Dies lasst den Schluss zu, dass es sich hier um ein spezifisches Wnt
Expressionsmuster handelt, welches charakteristisch fur hMSC ist. Dagegen war i
keiner der Studien eine Expression von Wnt8a, 8b, und 9b in hMSC nachweisbar.

Abgesehen von diesem Expressionsmuster variiert die Anzahl der nachgewiesenen
Whnts innerhalb und zwischen den einzelnen Studien dagegen teilweisalsatiich
Waéhrend im Fall der Arbeitsgruppe v@koye et al. (200813 der 19 Wnts detektiert
wurden, gdéang dies im Rahmen der Arb&ibn Sercan et al. (203Gwur far Wnt3 und
Wntl0a in 8 der 16 untersuchten hM&0©pulationen. Diese Diskrepanz in der Anzahl
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der exprimierten Wnts spiegelt zum einen die Heterogenitat innerli&lbtaln et al.

2010 und zwischen hMSEopulationen wieder, welche sich autdinterschiedlichen
Ursprungsgewebe der hMSC, dem Alter sowie dem Gesundheitszustand der Spender
grindet (Kern et al. 2006Stolzing et al. 2008 So vermten Sercan et al. (2030n

ihrer Arbeit, dass die geringen Ubereinstimmungen im \Expressionsmuster der 16
getesteten hMS@®opulationen auf die Spannbreite des Spenderalt@t bis 82) =
rickzufihren sei. Dies wird auch durch die Arbeit @en et al. (200%estéatigt, bei

der gezeigt werden konnte, dass einige Wnts hinsichtlich des Spendenalters
differentiell exprimiert werden.

In der hier vorliegenden Arbeit zeigte ein Vergleich der \ixpressionsmuster von
hMSC und HT1080&b.19), das sich diese lediglich durch das Vorkommen von Wnt16
in hMSC und von Wnt4 in HT1080 unterschieden. Damit teilen beide Zellpopulationen
ein ahnlicheswnt-Expressionsprofil, was als eine Konsequenz des mesodermalen U
sprungs der HT108Relllinie interpretiert werden kann. Im Fall der HEK293 konnten
neben den in hMSC und HT1080 detektierten Wnts zusatzlich Wnt3a, 6, 9b und 11
nachgewiesen werden. Dabei dedith dasWnt-Expressionsmustein den HEK293

aus der vorligenden Arbeit gpl3teils mit dem aus dePromotionsschriftvon Dr. Ro-

man Anton (2008. Ausnahmen dabei sind eine fehlende Expression von Wnt6 und 16
und eine zuséatzliche Expression von Wnt8a. Die relativ hohe Anzahl an exprimierten
Whnts lasst auf die embryonale Herkunft der HEKZ88Blinieschliel3en

Wnt|{1|2|2b|3 |3a|4 |5a|5b|6 |7a|7b|8a|8b|9% |9 | 10a| 10b| 11| 16

hMsSC |- |- [P [P |- |- |P|P |- |- [P |- |- |P |- |- |P |- [P
HT1080|- |- [P [P |- |P [P |P |- |- [P |- |- |P |- |- |P
HEK293 - |- [P |[P [P [P |P |P [P|- [P |- |- |P|P |- |P [P |P

Tab.19: Wnt-Expression in hMSC, HT1080 und HEK293.

Die Tatsache, dass in allen drei Zellpopulationen neben secherdlichen Fzd
Rezeptoren und den Korezeptoren LRP5 und LRP6 auch zahlreiche Wnts exprimiert
werden, legt den Schluss nahe, dass eine basale Aktivitdt desi \@Umtnin-
Signalweges Uber autbzw. parakrine Sekretion der Wnts induziert wiEtheridge et

al. 2004.

Dies wirft die Frage auf, welche der atebh.19 exprimierten Wnts die basale Aktivitat
des Wnt/ -Catenin-Signalwegesn hMSGCsteuern kénnten. Mdgliche Kandidaten hie
fur waren Wnt2b, Wnt3 sowie Wnt3a, denn diese werden neben Wntl, 8a brzl8
den kanonischen Wnts gezahlt, da sie als starke Aktivatoren desi Waténin-
Signalweges fungieren konnéhi etal. 2006 Liu et al. 2011pn Ein weiterer Kandidat
ist Wnt10b, das bei Uberexpression in hMSC zu einer erhohten Aktivitat des Wnt/
Catenin-Signalwegesihrt, was wiederum mit einer gesteigerten Expression des-Wnt
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ZielgensCyclin Dlassoziiert ist(Bennett et al. 200J. Dagegenweisen Wnt10b™ -

Mauseeine massive Reduktion der mMSC in der Stammzellnisché&tayvens et al.
2010. Nicht kanonisck WntLigandenzeigen in neueren Studien emmbivalentes
Verhalten, welches eine klare Einteilung in die beiden Klasssrhwert(Kuhl et al.
2000. Hierbei scheintdass neben demExpressionsmuster der Wntor allem der
jeweilige Rezeptorkontexeine wichtige Rolle bei ddnitiation des Wnt/ -Catenin

Signalespielt(Li et al. 2006van Amerongen und Nusse 2009

5.2 Die Expression der Inhibitoren sFRP1 und WIF1 in
hMSC, HT1080 und HEK293

Die beiden Inhibitoren sFRP1 und WIF1 gehdren zur Gruppe der sekretierten Wnt
Inhibitoren, die direkt mit den WnMolekllen interagieren kénnen und als Folge eine
Interaktion mit den FzdRezeptoren unterbindeiBhat et al. 2007Malinauskas et al.
2011). So fuhrt die Abwesenheit dieser Inhibitoren zu einer erhdhten Aktivitat des
Whnt/i -Catenin-Signalweges unidbereinstimmend mitdiesen Beobachtungekonnten
verschiedene Arbeitsgruppen nachweisen, dass in unterschiedlichen Tumoren die
Expression von sFRP1 sowie WIF1 durch epigenetische Inaktiviestatgeguliert ist
(Kansara et al. 200Kinoshita et al. 20L1Meng et al. 2011 Weiter spielen beide
Inhibitoren eine wichtige Rolle in der Differenziag von MSC. So wies die Arleit
gruppe umGaur et al. (200pnach, dass sFRP1 und WIF1 in der frihen Chondrogenese
vermehrt gebildet werden, wahrend in sSFRPMausenmMSC bevorzugt in die oste

gene Linie difrenzieren, was eine erhdhte Knochenmasse zur Folge (@#er et al.
2009. DieseArbeiten lassen den Schluss zu, dass die Feinabstimmung der Aktivitat des
Whnt/i -Catenin-Signalweges Uber die inhibierende Wirkung von sFRP1 einen grof3en
Einfluss darauf nimmt, ob MS& die chondrogene oder osteogeiichtung differe-
zieren.

Die in der her vorliegenden Arbeit in hMSC nachgewiesene Expression von sFRP1 |asst
nun vermuten, dass diese Feinabstimmung auch am bas$#th -Catenin-Status der

hMSC beteiligt ist. Dies wird gestutzt durch Ergebnisse aus der ArbeBeroan et al.
(2010. Wahrend hier in allen 16 untersuchten hMBG@pulationen eine Expression

von sFRP1 detektiert wurde, zeigte sich fur die anderen Familienmitglieder sFRP2, 3, 4
und 5 ein deutlich divergenteres Expressionsmuster. Somit konnte sFRP1 mal3geblich
an einemnegativen Ruckkopplungsmechanismus beteiligt sein, um eine ubefschi
Rende Aktivitat des Wnt/-Catenin-Signalweges in hMSC zu vermeidblemeth und
Bodine 2007. Die im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesene Expression von sFRP1 in
den HT108&ellenkdnnte durch den mesaamalen Ursprung dieser Tumorzelllinie
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erklart werden. Aufgrund des qualitativen Ansatzes lasst sich jedoch nicht klaren, ob
das Expressionsniveau im Vergleich zu hMSC diffededoch istgegentiber hMSC

eine verminderte Expressioru erwarten, da eine étabregulierung der sFRP1
Expressionn vielen Magen, Leber; Kolon und Schleimhautkarzinomebeobachtet

wurde (Caldwell et al. 2004Meng et al. 2011Wu et al. 2012Zhao et al. 2007 Uber-
raschend zeigte sich im Fall der HEK293 sowohl eine Expression von sFRP1 und WIF1,
aber auch hier wére die quantitative Expression zur Interpretation des Ergebnisses von
nachhaltiger Bedeutung. Denkbar ware aber auch, dass in den HEK293 aufgrund der
gro3en Anzahl der exprimierten Wnts die Sequestrierung nicht kanonischer Wnts
durch sFRP1 und WIF1 eine Steigerung des \AQafenin-Signalweges bewirkt
(Bovolenta et al. 2008

5.3 Das FzdExpressionsprofil in hM SC

Die quantitativen Analysen zeigten eine Expression aller bisher in Vertebraten b
schriebenen Mitglieder der F#eEmilie. Damit bestatigen diesauch diefriheren
Ergebnisseon Dr Thomas Kolbe(Kolben 201} In der hier vorliegende/rbeit wur-

de jedoch zurrelativen Quantifizierung der mRNfopienzahlenstatt der DDQ-
Methode (Livak und Schmittgen 20Ddlie relative Quantifizierung mit externen &ta
dards verwendetRasmussen 2001Vorteil beim Einsatazon Standardkurverist die
Berlcksichtigung der Effizienz der gRTRReaktion Dadurch kénnen die Verhaltnisse
der FzdExpressioslevel zueinander realistisch abgebildet werden, was unmittelbare
Vergleiche der verschiedenen FEdpressionerermdglicht. Dies ergab nun fur Fzdl
und Fzd2 die starkste Expression in hMSC, gefolgt von Fzd7 undBgd8en wiesen
die ubrigenFzds mit weniger als 3 % derdtKopienzahlen eine relativ geringe-E
pression auf Wobei Fzd3 und Fzd1@it einer Expressig die relativ zuder vonFzd1l
unter einer Promille liegidie geringsten Werte zeigten.

Im Vergleich zu rein qualitativen Arbeiten fallt zuerst auf, dass neben der einzigen
semiquantitativen Studie voBoland et al. (2004nur noch in der hier vorliegenden
Arbeit alle Vertreter der FzBamilie detektiert wurder{Tab.20). In Ubereinstimmung

mit den semiquantitativen Analysen zeigten Fzd3, 9 und 10 auch in unseren quantitat
ven Versuchen sehr niedrige Expressionsniveaus. Wahrend die Arbeitsgruppe um
Okoye etal. (2008 9 der 10 bekannten Fzds nachweisen konnten, wurden in den St
dien umSercan et al. (20)@nd Etheridge et al. (2004nur5 FzdRezeptoren detk-

tiert. In diesem Zusammenhang ist anzumerken, dass in allen erwéhnten Studien bis
auf die hier vorliegende Arbeit fiir die CR mehr als 250 ng RNA eingesetzt wurden.
Im Gegenzug wurde iden hier durclgefihrtengRFPCRANnalysen die Zyklenzahl von
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35 auf 45 erhoht, wodurch eine Detektion von Fzd9 und 10 erst moglich wikiadieen
2011).

Fzd| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
hMSC Prockop P P P P P P P P P P
Etheridge et al. (2004 | - P P P P P n.b.
Boland et al. (2004 P P P P P P P P P P
Okoye et al. (2008 P P P P P P P - P P
Sercan et al. (2030 - - P P - - P P P n.b.

Tab.20: Vergleich der Fz&Expression in hMSC aus unterschiedlichen Studien.

In der ersten Reihe ist das FEdpressionsprofil aus der hier vorliegenden Arbeit dargestellt, das im Unterschied zu
allen anderen Studien das Ergebnis einer quantitativenPRR war. Im Fall vabkoye et al. (2008wurde die
Expression & FzdRezeptoren semiquantitativ erfasst. n=bnicht bestimmt.

Diese Ergebnisse bestatigen, dass-Redeptoren fast in jedem Gewebe oder Orga
system exprimiert werderfHuang und Klein 2004Dabei spielt die dynamische-E
pression der gewebespezifischen Fzds wéahrend der Entwicklung der Organsysteme
eine wichtige Rolle. So konnte gezeigt werden, das Fzd9 in der Maus maf3geblich an
der Osteogenese beteiligt igAlbers et al. 2011 Im Fall von FzdKnockoutMausen

sind Einbuf3en in der Fertilitat beschrieben wordeapointe et al. 2012 Ein Doppé
knockoutvon Fzd3und Fzd6geht mit schweren entwicklungsbedingteDefekten im
Mittelhirn einher (Stuebner et al. 2000Der Doppelknockout von Fzd2 und 7 hingegen
haufig mit einem ventrikularen Septumdefefu et al. 2012 Danebenscheinen aber

auch Fzd49 und 10wichtigen Anteilan der Entwicklung des Frontalhirns und idei

hirns zubesitzen(Wang et al. 2001Yan et al. 2009Zhao et al. 2007 Bei Knockout

von Fzd8 sind ilMausen keine schwererenDefekte beschrieben worden(Schulte

2010. Dagegen ist deKnockoutvon Fzd5in Mausenpostnatalletal (Ishikawa et al.

2001). Direkte Verknupfungen vohereditarenErbkrankheiten mit Mutationen in Fzd
Rezeptoren sind bis jetzt nuniFall von Fzddeschrielen (Schulte 201p Sosindmeh-

rere Mutationen im Fzd4Gen bekanntdie mit der familidrenexsudativenVitreoreti-
nopathieassoziiert sindRobitaille et al. 201)1

5.4 Evaluierung des TCF/LEF-Reporter -Vektor -Systems
in h(MSC

Das TCF/LEReporterVektor-System pN3Bar erlaubt nach Transfektion eine Quaintif

zierung der Wnt/-Catenin-Aktivitdt in hMSC. Erstmals wurden 1997 TCHLEF

Bindestellen im Promotor eines Reportergens genutzt um én@@&teninabhangige
Expression darzustelldKorinek et al. 1997 Die TCF/LEBindestellen fir den pNBar
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sowie fur den Kontrollvektor pNRIBAR entstammen deWektoren pGL3BAR bzw.
pGL3fuBAR, welche freundlicherweise von Pof. Randal T. Moon (Department of
Pharmacology, University of Washington, USA) bereit gestellt wurden. Als Reporte
protein kam eine sezernierte Form der Luciferase aus dem Ti€kgealopoden
Gaussia princepgum EinsatZTannous et b 2009. Im Rahmen erster transienter
Transfektionen des pNBar in hMSC zeigte sich im Vergleich zum Kontrollvektor fuBAR
eine erhohte Expression der Gausdiaciferase, was auf eine basale Aktivitat des
Whnt/i -Catenin-Signalweges imnMSC schliel3en lasst. Baese basale Aktivitat auch
essentiell fir mesenchymal8tammzellen istwurde durch frihere Untersuchungen
nachgewieseifLing et al. 2000

Da bei transienten Transfektionen ein rascher Abbau des Veutatslamit auch eine
Abnahme des Reportergens Gaudsigiferasestattfindet, lassen sich Ergebnisse nur

in einem kurzen Zeitfenster reproduzierbar messen. Um Verzerrungen der Ergebnisse
zu vermeidensowie Beobachtungen tber langere Zeit zu erméglicianden durch
Antibiotika-Selektion stabil pNBar transfizierte TCF/LiReporterFhMSC generiert.

5.4.1 Stimulation der Wnt/ i -Catenin -Aktivitat in TCF/LEF -
Reporter -nMSC

Zur Prifung der Funktionalitat der TCFAHRgporterkhMSC wurden die Zellen zunéachst
mit LiCl stimuliert. LiCl fuhdurch Hemmung der GSK zu einer vermehrten Trars
kation des -Catenins in den Zellkern.i@®konnte auchin der hier vorliegendedrbeit
durch eine gesteigerte GausdiaciferaseAktivitat gezeigt werdenlm Vergleictdazu
ergab sich jedoch nach Wnt&imulation eine mehr als dreimal so starke Aktivitat des
ReportergensDiese Unterschiede in der Starke des Stimulus zwischen LiCl und Wnt3a
wurdenin der Literaturbereits beschrieben(Sievers et al. 2006Eine der moglichen
Erklarungen ist diartifizielle Aktivierung des WrittCateninSignalveges bei Inhibit

on der GSK im Gegensatz zur Stimulation mit dem spezifischen Liganden Wa¢t3a.
reprasentiert GSK3i nicht nur einen Bestandteil des Degradationskomplexes ven
Catenin, sondern auch eine zentrale Kseades zellularent&fwechsels(Force und
Woodgett 2009. Zudem gibt es Hinweise, da&SK3 auch bei der Aktivierung des
Whnt/i -Catenin-Signalveges beteiligt isfWu und Pan 2010

Eine massive Steigerung der GaussiaiferaseAktivitat dagegereeigte sich bei RNAI
gegen APC, welches eine weitere zentrale Komponente des Degradationskomplexes
darstellt. Gegenuber der GSK Ubernimmt APC eine zusatzliche Funktion im Zellkern.
Denn neben der Eigenschaft als Teil des cytoplasmatisci@atenin-Abbaukomplexes
sequestriert APC Uberschiissige€atenin im NukleugNeufeld 2009. Damit scheint

APC saohl die cytoplasmatische Konzentration als adaéhtranskriptionelle Aktivitat

von i -Catenin mitzubestimmen Dies konnte erklaren, weshalb Studien zeigen, dass
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die Mehrzahl kolorektaler Krebserkrankungen neben der gesteigerten Writt
Catenin-Aktivitat ¢ mit einer verminderten ARExpression einhergehgfrodde 200
Vergleicht man die Stimuli nach WntZaigabe undAPCKnockdowreeigte sich fir Tag
1 eine geringere GausslaiciferaseAktivitat im Fall des ARPKnockdown Dies istwohl
auf die Halbwertszeit des AFRoteins und damit der verzégerten Wirkung dé@sok-
down zurtckzufuhren. Dass die GauslsiiferaseAktivitat nach AP&nockdownan
Tag3 und 7deutlich starker induziert war, lasst sich mit der nipiysiologischen
Aktivierung des Wnt/-Catenin-Signalwegeslurch APGKnockdowrerklaren. So zeigen
frihere Studien, dass negative Ruckkopplungsmechanismen nacistkinilus auf die
Whnt/i -Catenin-Aktivitat inhibierendwirken (Lustig et al. 2002 Voraussetzung hierfur
ist ein intakter Degrdationskomplexder jedoch bei AR&nockdownm Vergleich zum
Wnt3aStimulus nicht mehr vorhanden ist.

5.4.2 Inhibition der Wnt/ i -Catenin -Aktivitat in TCF/LEF -
Reporter -nMSC

Neben der Stimulation kann auch die Inhibition des WriAtenin-Signalweges lber
das TE/LEFReporterSystemquantitativ erfasst werderfKarow 200§ Dazu wurden
der hier vorliegenderrbeitin TCF/LEReporterhMSC ein Knockdown vonCatenin
durchgeflihrt, was die GausdiaiciferaseAktivitat im Vergleich zur Kontrolle an THg
auf etwa die Halfte reduzierte. Beriicksichtigt man die Rolleiv@atenin als zentr-
len Transkriptionsfaktor im Wnt/-Catenin-Signalwegowie die Existenz einer basalen
Whnt/i -CatenintAktivitat in hMSC, wére ein starkerer Einbruch der Gatlssierase
Aktivitat zu erwarten gewesen. Grund fur die Restaktivitat der Galisgiderase ist
die hohe Stabilitat des-Catenins auf Proteinebene. So verbleibch an Tag nhach
Knockdowrein Drittel deri -Catenin Menge in den hMSi@ Vergleich zur Negativke
trolle (Karow 2008

5.4.3 Einfluss der Zellkulturbedingungen auf die Reporterprot  e-

in -Aktivitat
Die Bedingungen unter denen hM8Cvitro kultiviert werden beeinflussen nicht nur
malfdgeblich die Stammzelleigenschaften wie Proliferation, Invasion und Difierenzi
rungskapazitat, sondae auch Seneszenzprozesse und immunologische Eigenschaften
von hMS(Sotiropoulou et al. 2006Tonti und Mannello 2008 Dabei nehmen der £
Partialdruck(Dos Santos et al. 2010nd vor allem die Wahl des Mediumadditivogr
Ren EinflusgTonti und Mannello 2008 Als Additive werden entweder vordefinierte
Mischungen aus Wachstumsfaktoren und Cytokinen oder tierische sowie menschliche
Seren eingeset. Dabei zeigen Untersuchungen, dass sich gerade bei Seren unte
schiedlicher Herkunft sei es tierisch in Form vorBE oder menschlich als autologes
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bzw. allogenes Serumstarke Unterschiede in der Proliferation, Differenzierungskap
zitat und Motilitat von hMSC ergebe(Kobayashi et al. 20Q0%hahdadfar et al. 2005
Turnovcova et al. 2009Im Vergleich der Seren zeigen hMSC int&Rigiem Medium
einen prolongierten Zellzyklus, erhdhte replikative Seneszemde eine zum Teil &
schleunigte Differenzierundiese Ergebnisse legen nahe, dass die Wahl desuMedi
madditivs auctEinfluss auf di&vnt/i -Catenin-Aktivitat der kultivierten hMSC besitzt.
So zeigten schon Untersuchungen von Dr. Marisa Karow, dass die Kultivierung muriner
TCF/LEReporterMSC bei hoher Serumkonzentration mit reduzierten Gaussia
LuciferaseAktivitaten enherging. Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde in der hier
vorliegenden Arbeit die Wirkung unterschiedlicher fi®®zentrationen sowie des
Serumersatzes Nutridoma auf die GaudsiaiferaseAktivitat der TCF/LEReporter
hMSC getestet. So sollten fir die hémgenden Versuche die optimalen Kulturbedi
gungen eruiert werden. Im Vergleich der basaWnt/i -Catenin-Aktivitaten der Ka-
trollen zeigte sich fur die Tage 3 und 7, dass steigendeKBB&:ntrationen mit sk
kenden GaussthuciferaseAktivitdten einhergigen. Die hdchsterReporterprotein
Aktivitaten ergaben sich jedoclinter Verwendungvon Nutridoma. Der starke ri
bruch der GaussihuciferaseAktivitdt an Tagl bei serumfreien und Nutridoma
haltigen Medium ist vermutlickder Umstellung deKulturbedingungen geschulde$o
kann die plotzlicheserumdeprivatiorbei hMSCzu einemProliferationsstop und ai-
satzlich unter hypoxischen Bedingungen zu apoptotischen Prozé&#sem (Gronthos
und Simmons 199%otier et al. 200).

Besonders stark ausgepragt war diese umgekehrte Proportionaitaschen FBS
Konzentrationerbzw. Nutridomaund GaussigLuciferaseAktivitat bei Stimulation des
Wnt/i -Catenin-Signalweges nach Wnt3gpplikation. Hier zeigte sich fur Wnt3a nmwur

ner Herkunft an Tag 3 im Fall der Kultivierung mit 2% FBS eine 80fache Steigerung der
GaussidLuciferaseAktivitat imVergleich zur Kontrolle ohne Wnt3a. Im Gegensatz dazu
erreichte die Wnt3aStimulation unter 16,5% FBS nur eine Steigerung der Gaussia
LuciferaseAktivitat um etwa das 30fache. Damit féallt eine WniSamulation unter
Kultivierung der TCF/LEeporterhMSChei 2% FBS im Vergleich zu 16,5% FBS um das
2,6 fache starker aus. Dies bestatigt sich, wenn auch nichtisgepragtfir die Stinu-

lation mittels hwnt3a sowie bei Transfektion mit dem pWait3a Uberexpressis:
vektor. Diese Ergebnisse legen nicht nur natdass FBS inhibierend auf dbasalen

2 v (i-gateninSignalweg wirktsondern auchdie Stimulationskapazitavon Wnt3a
mindert. Dagegen fielen an den Tagen 3 und 7 bei serumfrBiegingungensowie
Nutridomahaltigem Mediumdie Induktionsraten der GausskaciferaseAktivitat nach
Wnt3a-Stimulation wieder sehr viel schwacher aus. Hier kbnnte der Mangel and/Nach
tumsfaktoren und Cytokinen sich inhibierend auf die Induktion Wéw/i -Catenin
Signalweges auswirkgMannello und Tonti 2007
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Neben Wnt3a wurden auch Testreihen mit murinerdpondinl und humanem Dkk1
durchgefuhrt. Aus friheretuntersuchungen ist bekannt, dassSRondinl sowie Dkk1

die Verfugbarkeit des Korezeptors LRP6 an der Zelloberflache maRRgeblich bestimmen
(Wei et al. 200). Hierbei unterdriickt Dkk1 die Wnt3aermittelte Phosphorylierung

von LRP6 und fuhrt zur Internalisierung von LRP6 und zur Inhibition\Nes -
Catenin-Signalwegeg$Sakane et al. 20)J0RSpondinl weist nun die entgegengesetzte
Wirkung auf, so verstarkt sich bei zusatzlicher Anwesenheit von Wnt3a oder Wntl die
Phosphorylierung von LRP@chhaltig, was mit einer deutlichen Steigerung der Wnt
vermittelten Aktivierung des WnWeges einhergeh{Binnerts et al. 200;7Kim et al.
2008. Allerdingswerden in der hMS®opulation aus der vorliegenden Arbeit weder
Wwntl noch Wnt3a exprimiert. Dies konnte erklareweshalb auch in TCF/LEF
ReporterkhMSC nach Applikation vanR-Spondinl nur eine schwache Steigerung de
GaussidLuciferaseAktivitat zu beobachten war. Im Gegensatz dazu zeigte sich bei
Applikation vonhDkk1 eine moderate Reduktion der GaudsigiferaseAktivitat und
damit die erwartete Inhibition des basal&¥nt/i -Catenin-Signalweges in den hMSC.

5.5 Einfluss der Fzd-Expression auf den Wnt/i -Catenin -

Signalweg

Folgende Aspekte der FExkpression in hMSC werfen in Bezug auf die-®ighal
Transduktion einige Fragen aoist noch nicht verstandewarum eine solchgrof3e
Anzahlan FzeRezeptorenn hMSGCexprimiert wird und warumder WntWeg die Ex-
pression einiger dieserFzdsdurch eine Feedbae&chleife reguliert(Kolben 201}
Wenig verstandenist auch mwieweit hierbei unterschiedliche Bindungsaffinitaten
zwischen FzRezeptoren und verschiedenen Wnganden von Bedeutungind
(Carmon und Loose 201Go isthislangnoch nicht geklartwelche der FzdRezeptoren
an einer basalenwWnt/i -CatenintAktivitat bzw. welche an der Vermittlung eines
Wnt3a-Stimulus in hMSC beteiligt sind.

5.5.1 Auswirkung des Knockdown v on Frizzled -Rezeptoren auf
die Wnt/i -Catenin -Aktivitat

Vergkeichende Expressionsanalyseon verschiedenenhMSGPopulationen zeigten,
dass die Fahigkeit der Selbsterneuerung sowie der Multipotenz mit hohen &ad7
Fzd1Expressionsraten korreliertefsong et al. 2006 Das der Stammzellstatsi Uber
die Wnt/i -CatenintAktivitat maRgeblichreguliert wird lasst in der hier vorliegenden
Arbeit der Knockdown der unterschiedlichen Fzds in den TCRépdtterhMSC ve
muten. So wurde der starkste Einbruch der GauksigiferaseAktivitat bei Knockdow
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von Fzd7 unter basalen Bedingungsowie unterWnt3aStimulationbeobachtet. Im

Fall von Fzdl zeigte sich eine Reduktion der GaussideraseAktivitdt nur bei
Whnt3aStimulation. Dies lasst vermuten, dass Fzd7 in Bezug aut\ah -Catenin-
Signalwegder wichtigste WriRezeptor fur die imMSCexprimierten Wntsdarstellt,
welche S A yCaténinvermitteltes Signal induzierenudem ist Fzd7, wie auch Fzd1,
malfigeblich an der Weiterleitung eines WriStmulus beteiligt. Daneben zeigten
beide Rezeptoren, i@ aus den Arbeiten von Dr. Thomas Kolben hervorgeht, alsi{posit
ve WntZielgeneeine gesteigerte Expression amRNAEbene nach Wnt3&timulus.
Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass Fzd7 und Fzdl mittels eines positkren RUc
kopplungsmechanismusnenWnt-Stimulus verstarkekbnnen

Als weitere kanonische WiRezeptoren sind Fzd5 und Fzd8 anzusehen, denn auch bei
RNAI gegen diese Rezeptoren konnte eine Reduktion der GaussfaraseAktivitat
beobachet werden. Im Gegensatz zu Fzddd Fzd7sind dieseRezeptoren wie aus

der Arbeitvon Dr. Thomas KolbefiKolben 201} hervorgeht negative WniZielgene
Dadurch kénnte Uber einen negaiven Rickkopplungsmechanismudie Wntk #
CateninAktivitat abgeschwacht werden.

Im Fall von Fzd2 und Fzd6 zeigte sich nach Knockdown eine Steigerung der- Gaussia
LuciferaseAktivitat, welche bei Wnt3&timulus nur noch fur Fzd2 beobachtet werden
konnte. Diese Ergebnisse stitzen frihere Studien in degereigt wurde, dasz@®

und Fzdéden Wnt/C&"-Signalweg aktivierekdnnen. Dies fiihrt zu einer Repression

des Wnti -Catenin-Signalwegs (Golan et al. 2004Ishitani et al. 2008 In der hier
vorliegenden Arbeit konntelurch den Knockdown von Fzdind Fzd6 diese repris

rende Wirkung auf den Wht-Catenin-Signalwegufgehoben werden.

Von den untersuchten Rezeptoren zeigte sich bei Knockdown von Fzd3 undoFzd4 s
wohl unter basalen als auch Wnt3éimulatorischen Bedingungen keine Veranderung
der Gaussi.uciferaseAktivitdt. Beide weisen in hMSC neben Fzdf@l brzd10 die
geringste Expression auf und spielen mdglicherweise deshalb auch keine aktive Rolle
im basalenVnt/i -Catenin-Signalweg.

5.6 Ektopische Expression kanonischer Fzds und Wnts

Die vorhergehenden Versuche wiesen Fzdl, 5, und 7 als potentielle Kamdidat
eine Weiterleitung eine®Wnt/i -Catenin-Signals in hMSC aus. Hierbei konnte Wait3
als Teil des WHEXxpressionsprofils in hMSC unter basalen Bedinguggan kanon-
scher Ligandlieser FzdRezeptoren sein. Um die Rolle der fRekeptoren und Wnts
sowie deren Interaktion imWnt/i -Catenin-Signalwegnittels ektopischeExpressios-
analysenzu untersuchen, wurden diese Komponenten des Signalweges in dersExpre
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sionsvektor pN3 kloniert. Fur die Klonierungen kamen dabeiy&l&anten zum B

satz, die eindransiente und im Fall von Fzd5 auch stabile ektopische Expression e
laubten. Die Effizienz der liposomalen Transfektion des Expressionsvektors pN3 sowie
die Vitalitdt der erhaltenen genetisch modifizierten hMSC wurde in den Arbeiten von
Dr. Jurgen Holterantersucht So zeigte sich, dass die erreichte Effizienz mit bis zu 50
% bei einer Uberlebensrate von bis zu 86 % im Vergleich zu anderen Arbeiten relativ
hoch war(Hoelters 2009 Hoelters et al. 2006

5.6.1 Das modulare Klonierungssystem pN3 -Soi-Toi-Goi

Ziel des modularen Klonierungsems war die Standardisierung der Klonierung u
terschiedlicher Fdzs und Wnts. Dabei solibe allem das Einbringen eines Prot¢ags
vereinfacht werden. Uber den Protetag kann zum einen der Nachweis der ekitop
schen Expression erfolgen und zum anderen eroffnet ein Prodéginmit Hilfe einer
nachfogendenimmunprazipitation Interaktionen zvischen Fzds und Wnts effizienter
zu untersuchen.

Da der €Terminus der Fzds wichtige Doméanen fir die Bindung zahlreicher intrazellul
rer Proteine tragtSchulte und Bryja 200Wurde der HAtag im N-terminalen Bereich

der Fzds inseriertFur diese Vaainte musste jedch dertag zwischen der Signals
quenz und dem reifen Rezeptor bzw. Liganden platziert werden, um den Verlust des
tags bei der Prozessierung des Signalpeptides im endoplasmatischen Retikalum
vermeiden. Deshalb wurde die Klonieruimgdrei Module untertélt. Dies ermdglichte
Signalsquenz (Soisignal sequence of intergsind tag (Toi:tag of interesy unabhan-

gig von derRestSequenzdes GengGoi: gene of interestin den pN3SoiToiGoi zu
klonieren. Voraussetzung fir diese Strategiar das Einbringen on Restriktiors-
schnittstellenan den Enden der zu klonierenden Fragmeeiiber eine PCR.

Mittels einesDNASequenzAlignments wurden der Vektor pN3 sowie die prot@&nk
dierenden Sequenzen aller FAIhd WNTFGenehinsichtlich eineSes an Erkennungr
stellen fUr selten schneidende Restriktionsenzyme untersucht. Es zeigte ddsh
weder der Vektor pN3 noch die FZIhd WNTGene Erkennungsstellen fiigd, Pad,
Pvd, Swd, Pmd und Acl tragen. Dise Restriktionsschnittstellenvurden deshalbals
zusatzlicheléxible cloning sitein den pN3Vektor eingebracht. Ein kommerziellesoKl
nierungssystem mit dem Namen Flexi@ktor Technologie von Promega verwendet
mit Sgf und Pmd nur 2 selten schneidende Enzyme. In diesem Ansatz ist mit den 6
Erkennungsstellen fiir #en schneidende Restriktionsenzyme eine sehr viel koneplex
re Klonierungsstrategie moglictliie fur zahlreich&omponenten des Wr&ignalweges
eine flexible und doch standardisierte Klonierung ermdgl{¢ab.21).
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Genedie Uber die flexiblecloning sitekloniert werden kdnnen

Fzd1, Fzd2, Fzd3, Fzd4, Fzd5, Fzd6, Fzd7, Fzd8, Fzd9, Fzd10, Wntl, Wnt2, Wnt2b, Wnt3, Wnt3¢
Whntba, Wnt5b, Wnt6, Wnt7a, Wnt7b, Wnt8&/nt8b, , Wnt9a, Wnt9b, Wnt10a, Wnt10b, Wnt11,
Wntl16, DvI2, Kremenl, Kremen2, GBKAxinl und 2, APC1 undi2Catenin, TF7, TF7L2, TF7L1, LE}

Tab.21: Auswahl an Genen aus dem WhtCatenin-Signalweg.

Der proteinkodierende Tedieser Gene tragt keine Erkennungsstellen fur die selten schneidenden Restriktionse
zymeAgd, Pad, Pvd, Swd, Pmd und Acl. Dies ermdglicht die Klonierurdieser Gendiber das pN350iToiGoi
System.

Fur die FzdéExpressionsvektoren wurden dpgoteinkodierenden DNAequenzervon
Fzdl, 3, 5, 6 und Ghne deren Signalsequemz den pN3Fzd5Soi bzw. pN3zd5Sot
HAToi kloniert. Beide Vektoren tragen die Signglsenz von Fzdbind im letzteren
Falle noch zusétzlich die Sequenz degddA ImFal der Wnts wurderdie proteinko-
dierenden DNASequenzervon Wnt3 und Wnt3a auch hier ohne den Teil fir diegSi
nalsequenzin den zuvor erstellten pN8/nt3aSoi bzw. pN3Vnt3a-SoiHAToi eing-
bracht.

5.6.2 Nachweis der Uberexpression auf mRNA - und Protein -
Ebene

Fur den Nachweis der Funktionalitat der Fadd WntUberexpressionsektoren auf
ProteinEbene wurden in einem Testansatz die-tdé Varianten in HEK293ellen
transfiziert. Dabei wurden neben den pfdiToiGeKonstrukten zwei Expressiongve
toren (pPN3HAFzd1 bzw. pNBlAFzd5) eingesetzt, bei welchen in einem Kloniering
schritt Signalsequenz und reifes Protein eingebracht wor@®» konnte gerade im Fall
von Fzdl Uber demmmunblot auch gezeigt werden, dass die Einfihrung Bed5
Sigralsequenzn die pN3SoiToiGeVariante des FzdRezeptors keine Auswirkung auf
das ImmunblotSignal hatte. Lediglich eine Verschiebung der Doppelbande, aufgrund
des hoheren Molekulargewichts der pM®iToiGeKonstrukte, war zu beobachten.
Die Doppébanden die bei allen Ubexpressionen zu beobachten wareteuten auf
posttranslationale Modifikationenhin. So weist die Proteinsequenz der Fzd
Rezeptoren potentielle Glykosylierungsind Palmitoylierungsstellen auSchulte
2010. Im Fall des Fzd3 aus dem Krallenfrod@mopus laevjkonnte die Arbeitsgnor

pe um Yangfeng die Doppelbande als Ergebnis einer Phosphorylierung identifizieren
(Yanfeng et al. 2006 Auffallend in diesen Studien ist, dass das Immunr8ighal fur
Fzd3 mit 63 kDa Molekulargewicum 10 kDa von den erwarteten 74 kDa abweicht.
Dieser Effekt konnte auch in der hier vegenden Arbeit bestatigt werderBis auf
Fzd6 waren alle beobachteten Molekulargewichte um etwa 10 kDa geringer als erwa
tet. Das Phanmen ¢ auchunter gel shiftingbekanntg zeigt sich bei vielehmmunblots

von Membranproteinen und lasst sich auf eine unvollstandige Denaturierung der
Transmembranregion zurlckfihréRath et al. 2000 Dadurch erhoht sich die Mobil
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tat des Membranprotais innerhalb des Gels, was zur Folge hat, dass die beobachteten
Molekulargewichte geringer ausfallen als erwartet.

Im Gegensatz dazu stimméei den WniLigandenerwartete und beobachtete Mod-
kulargewichte Uberein. Im Fall von Wnt3a zeigte sich jedochiognau den Fzd
Rezeptoren eine Doppelbande. B& kann mit den bekannten postinslationalen
Modifikationen von Wnts in Verbindung gebracht werden. So ist fir Wnt3a neben
einer Palmitoylierung auch eine Glykosylierung nachgewiesen worden, die beide e
sentiell fur die Funktionalitdt des reifen Liganden s{g@dmekado et al. 2007 Die
Modifikationen steigern die Hydrophobizitat und wurden auch im Fall von Wntba be
bachtet (Kurayoshi et al. 20Q7Eine in der Literatuand in derhier vorliegenden A

beit aufgezeite Folge ist, dass sich die Uberwiegende Menge des ektopisch exprimie
ten Wnt3 und Wnt3a, an der Zelloberflachssoziiert ist. Dadurch findet man die Wnt
Liganden hauptséchlichm Zelllysatund nicht wie erwartet im Zellkulturiberstand
(Mikels und Nusse 2008b

5.6.3 Ektopische Expression der Fzds in TCF/LEF -Reporter -hMSC

Die Reduktion der Reporterproteiiktivitat beiKnockdowrnvon Fzd1l, 5, 7 und 8 e

sen diese als potentiellkanonischéWnt-Rezeptoren aus. Komplementar ist ledito-
pischer Expression dieser kanonischen Fzds eine SteigerungNd#r -Catenin
Aktivitat zu erwarten. Diese Annahme bestatigen auch Ergebnisse aus Uberexpress
onsversuchen in HEK28&porterzelllinien, welche moderate Steigerungen der $sau
siaLuciferasenach Uberexpression der oben genannten Fzds beobach(&ten et al.
2007). In der hier vorliegenden Arbeit zeigte sich eine Steigerung der Gaussia
LuciferaseAktivitat bei Uberexpression von Fzd3, 5, 6 und 8 sowohl unter basalen als
auch unter Wnt3astimulatorischen Bedingungen. Auffallend ist,sdaauch bei den
Ergebnissen von der Arbeitsgruppe Wiei et al. (200ymit der ektopischen Expreiss

on von Fzd5 und 8 die hochsten Reporterprotaktivitaten einhergingenAhnliche
Ergebnissavurden auchdurch eine Uberexpressiossidie in der Drosophil&elllinie
S2erhalten bei der die ektopische Expression von Faidbder starksten Steigerung

der GausskuciferaseAktivitat einherging(Binnerts et al. 2007

Abweichend zu den beiden UberexpressiGtudien, bei denen die ektopische Expre
sion von Fzd3 und Fzd6 die geringsten Steigerungen der Ghus#fieraseAktivitat
aufwies, wurden gerade bei diesen beiden Rezeptoren in der hier vorliegenden Arbeit
die starksten Steigerungen unter Wnt8amulatorischen Bedingungen beobachtet.
Diese Ergebnisse unterstreichen, dass die-Redeptoren abhangig vom untersuchten
zellularen System unterschiedliche Wirkungen auf &ént/i -Catenin-Statusvermit-

teln. Dies wird auch bestétigt von Ergebnissen aus der Studi€&otam et al. (2004

die bei einer Uberexpression von Fzd6 eine inhibitorische Wirkung auf \tke/i -
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Catenin-Signalweg in HEK2Z2llennachweisen konnte. Deshalb wurden fur weitere
Untersuchungen mit Fzd5 unizd8 die Rezeptoren ausgewahlt, bei denen sich die
héchste Kongruenz ider Auswirkung auf den WHt-Catenin-Status Uber die erwait

ten Studien hinweg beobachten liefi

5.6.4 Ektopische Expression von Wnt3 und Wnt3a in TCF/LEF -
Reporter -nMSC

Im Fall von Wnt3aeigte sich, dass die Applikation des rekombinanten hWnt3a eine
sehr viel starkere Aktivierung der Gauskigiferase nach sich zog als eine Wnt3a
Uberexpression. Dieser Effekt wurde in der hier vorliegenden Arbeit auch bei den Ve
suchen mit derunterschiedlichen FB&onzentrationengiehe4.2.2.3 beobachtet und
konnte auf einen Unterschied zwischen pawad autokriner Wirkung des Wnt3aeb
ruhen. Die bei dr Uberexpression beobachtete starke Aklulation des Wnt3a im
Zelllysatiasst auf eine fast ausschlieBlich autokrine Wirkung bei Uberexpressioe-schli
Ren wahrend die Applikation des Wnt3a eiparakrine Wirkung zur Folge hatim
Gegensatz hierzkonnten Baksh und Tuan (20D hachweisen, dasautokrine und
parakrine Wnt3a-Stimulation in hMSC zu vergleichbaren Aktivitaten der Gaussia
Luciferase fuhrten. Ausschlaggebend fur ®imt/i -Catenin-Aktivitat scheint jedoch

die Konzentration des Wnt3a zu sein. So zeigten Versuche von Dr. Marisa Karow, dass
eine Erh6hung der Wnt3Konzentration Uber das Optimum hinaus, wieder ®iit-
kenden Gaussig_uciferaseAktivitaten einhergingn (Karow 2008 Dies wird auchn

vivo durch Ergebisse bestatigtdie gerade in der Stammzellnische eine morphogene
Wirkung des Wnt3a nahe legdhuis et al. 201)1 Diese Gegebenheitekdnnten eine
Erklarung dafir seirweshalbtrotz Uberexpression des Wnt3a und zellularer Anreich
rung die Steigerung deGaussid.uciferaseAktivitat sehr viel schwéacher ausféllt als
nach Applikation von Wnt3a.

Ganz im Gegensatz dazu wies die Wdt®rexpression schon an Tag 1 eine zur
Wnt3a-Applikation vergleichbare Steigerung der GaudsimiferaseAktivitat auf und
Ubertraf diese an Tag 5 um mehr als das doppelte. Beriicksichtigt man die Behe S
quenzidentitat von 84 % zwischen Wnt3 und Wnt3a erstaunt die sehr viel starkere
Aktivierung des ReporteéBysems durch Wnt3. Da die Uberexpression der beiden
Wnts auf Proteinebene vergleichbare Expressionslevel zeigte, lasst sich dies als Grund
fur moglicheUnterschiede in der GaussdiaciferaseAktivitat ausschlief3en.

Unterschiede sind jedoch in der endogengrpression der beiden Wnts in hMS& b
kannt: So wird Wnt3 als frlher mesodermaler Marker beschriethém et al. 2011p
und konnte auch in der hier vorliegenden hMB@pulation auf mRN£&bene nacher
wiesen werden. Dagegen ist eine Expression von Wnt3a weder in den hier vervend
ten hMSC nocim vivoin hMSC der Stammzellnische nachgewiesen wo(Beksh und
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Tuan 200Y. Dies legt nahe, dass Wnt3 als zentraler \Migand maf3geblich dé/nt/i -
Catenin-Aktivitat in hMSC reguliert. Weiter zeigte sich bei der Quantifizierung der
Wnt3-Uberexpression, dass noch an Tag 6 groRe Mengen an RTRASKriptenad-
gewiesenwerden konnten. Dies lasst auf eine hohe Stabilitat des Transkripts wad Pr
teins in hMSC schliel3en, was Grunde fur eine starke Akkumulation auf Proteinebene
und damit Aktivierung der Gausdiaiciferase vor allem an Tag 6 sein ki&nn

Stellt man die GausslauciferaseAktivitaten nach Wnlberexpression mit und ohne
HAtag gegenibery zeigte sich im Fall von HAINt3, dass die Steigerungen weit hinter
denen der Variante ohneag verblieben. So halbierten sich schon an Tag 3 der-Ube
expression von HAVNt3 die Induktionsratender Gaussi.uciferaseAktivitat im Ve-
gleich zum nicht markierten Wnt8n Gegensatz hierzu waren bei der Uberexpression
von Wnt3a keine signifikanten Unterschiede in der Gadss@feraseAktivitat zur HA

tag Vaiante zu beobachten. Diese Ergebnisse sowie der Umstand, dass dag Ha
Protein Nterminal lokalisiert istkonnten die starkerlUnterschiededer kanonischen
Wirkung von Wnt3 und Wnt3a néher aufklaren. So ist es vorstellbar, dass S&NEBA
der HAtag die Wnt-Bindungstoért. Da dieser Effekt im Fall von Wnt3a nicht auftritt
lasst dies vermuten, dass dies im Zusammenhang mit eir@rmNnalen Struktur
stehen konnte, welche zwischen den beiden Wnts differiert und die Unterschiede in
der kanonischen Wirkungrklaren kénnte Rontgenstrukturanalyservon Wnt-Fzd
Komplexen legen nahe, dass defTBrminus von Wnt.igandenfir die Dimerisieung
derselben von Bedeutung ilanda et al. 20)2Darlber hinauscheint die Oligomer
sierung von Wnt-FzdKomplexa fur die Weiterleitung einesVnt/i -Catenin-Signals
und damit auch fur die Starke der kanonisohWirkung eines Wntswiichtig zu sein
(Cong et al. 2004

5.7 Knockdown von Fzd5: Ein fluss auf Proliferation und

Wnt-Zielgene

Bei Knockdown von Fzd5 war nach 7 Tagen im Vergleich zur NK unter dem Mikroskop
eine deutliche Abnahme der Zellzahl zu verzeichnen. Dies zeigte auch die Messung
durch einenProliferationsAssay, welche eine Reduktider Zellzahl um 3% bestaty-

te. Mittels des AnnexifV-FLUOSstaining kitkonnten hierbei apoptotische Prozesse
wahrend des Knockdowns vdizd5 ausgeschlossen werdérass im Apoptoséssay
zwischen apoptotischen und nekrotischen Prozessen nicht untedeh werden
konnte, grindet sich auf der Abwesenheit vitakrophagen in der Zellkuir. Dies

fuhrt bei apoptotischen Zellem vitro zur Einleitung der Nekrose. Damit ist die spéte
Apoptosein vitro nicht mehr von der Nekrose zu unterscheid@moemer et al. 1998
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Zusammen mit den Ergebnissen von Dr. Thomas Kolbereb#grsoeine signifikante
Abnahme der Zellzahl nach FzadB8ockdown(Kolben 201} feststellte, legt dies nahe,
dass unter basalen Bedingungen in hMSC proliferative Bigiizer Fzd5 und Fzd8
weitergeleitet werden. In Ubereinstimmung dazu zeigen Untersuchungen, dass viele
Tumore erhdhte Ed-Expressionslevels aufweis@deno et al. 201p Einein der Mehr-

zahl in renalenTumoren nachgewiesend-zd5Uberexpressiorkorrelierte dabei stark

mit erhdhtenCyclin DAExpessioren (Janssens et al. 20p4

GeradeCyclin Dlaber auch éMlyc, die beide eine zentrale Rolle im Zellzyklus éinne
men, werden als positive Wiatielgenedurch denWnt/i -Catenin-Signalweg reguliert.

So ist in hMSC die Aktivierung d&sit/i -Catenin-Signalweges mittels Wnt3a in vielen
Studien mit einem proliferativen Effekt des Ligandarf hMSCbeschrieben worden
(Boland et al. 2004Yun et al. 2005Neth et al. 2006 Auch in der hier vorliegenden
Arbeit zeigte sich im Vergleich zur Negativkontrolle der praitfee Effekt der Wnt3a
Stimulation auf hMSC. So war uUber 7 Tage die Zellzahl auf das 1,4fache dev-Negati
kontrolle angewachsen. In diesem Zusammenhang zeigte derKimttkdown dass

der proliferative Effekt von Wnt3a komplett aufgehoben wurde. Dies hedte, dass

die Wirkung des Wnt3a auf die Proliferation von hMSC malfigeblich Gber den Fzd5
Rezeptor vermittelt wird. Dies bestatigte auch die Quantifizierung @gclin D1
Transkriptmengen So reduzierten sich bei FzHdBockdowndie Zellzahl als auch die
Cydin DXTranskriptmenge unter unstimulierten Bedingungen um 30 %, wahrend bei
Wnt3a-Applikation undKnockdownsich beides halbierte. Diese starke Korrelation der
prozentualen Abnahmen vogyclin DiTranskriptmenge und Zellzahlen wurdest j
doch nur an den eten beiden Tagen beobachtet. An Tag 7 nahmQlielin DITrars-
kriptmenge im Fzd&nockdownwieder signifikant zu. Dies lasst sich auf eine Koatbin
tion zweier Effekte zurtckfihren. Zum einen lasst lensiente Knockdowrnvon Fzd5
und damit auch die Unterlechung proliferativer Signale in hMSC Ulber die Versaehst
ge hinweg nach. Gestutzt wird dies durch die Beobachtung, dasskmenxddkdownvon
Fzd5und dem proliferativen Effekt der Wnt3&pplikation an Tag 7 eine starkera-Z
nahme derCyclin DATranskriptmengezu beobachten war als unter unstimulierten
Bedingungen.

Zum anderen tritt nach Erreichen hoher Konfluenzen eine Kontaktinhibition eir, we
che einen antproliferativen Effekt auf die Zellen besit@€hassot et al. 2008 Dass
dieser Effekt im Versuchsansatz auch gre#igte sich an der Reduktion déyclin D1
Transkriptmenge Uber 7 Tage hinweg. So halbient B&i allen Bedingungen die Tsan
kriptmenge entsprechend zur Kontrolle von Tag 1 auf Tag 3. Da nun unter Fzd5
Knockdownm Vergleich zur NK die Zelldichte erheblich geringetreten an Tag 7 im
Knockdowndie Kontaktinhibition und damit auch der asgioliferative Effekt sché-

cher ein.
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5.8 Uberexpression von Fzd5: Effekt auf Proliferation

und Wnt -Zielgene

Uberexprimierte Fzds in Tumoren Gbernehmen wichtige Funktionen in Erhalt wad Pr
gression derselbefKing et al. 2012Wang et al. 2012 So konnte auch bei Ubere
pression von Fzd5 in hMSC bei transienter Transfektion unter unstimuliertem-Bedi
gungen eine SteigergnvonCyclin DIbeobachtet werden. Unter allen anderen Bedi
gungen zeigten sich bei der transienten Uberexpression keine signifikanten ¥erand
rungen beider WnZielgene. Dieser schwache Effekt der Uberexpression ist alif me
rere Faktoren zuriickzufiihren. Zuemen scheint die Plasmidtransfektion selbst stark
die Vitalitat von hMSC zu beeintrachtigen, was sich in einer starken Abnahme lder Zel
zahl zeigte. Dies geht aus den Ergebnissen des Prolifergssay aber auch aus dem
Anstieg der positiven Wriielgere Uber die Tage hinweg hervor. Beides weist auf ein
Ausbleiben der Kontaktinhibition hin, zumindest in der Starke wie sie im Fall des
Knockdowns beobachtet wurde. Zum andereduziert die transiente Plasmidtrais-
fektion fir nur wenige Tageine Uberexpres®n, da schon arTag 5 nur noch ein
Bruchteil der Plasmidmenge vorhandemar. Deshalb wurde stabile Transfektionen
durchgefiihrt. Dabei konnte die beschriebene Korrelation zwischen 5zd
Uberexpression und Steigerung der CyclinTRdnskriptmenge signifikarbestatigt
werden(Janssens et al. 20p4

Von denanfanglich40 trarsfizierten hMS@opulationen wiesen jedoch nach Antibi
tika-Selektionnur noch 2 hMS®opulationen eine stabile FzdBerexpression auf.
Die hierbei erzielte Transfektionseffizienz von 5 % liegt weit unter 5% die bei
transienten Transfektionen erreithverden.Diese Differenz in den Effizienzen griindet
sich auf die Unterschieda den Transfektionsmethoden. Im Gegensatz zur transienten
Transfektion bei der die Plasmide episomal vorliegen isVdiaussetzunginer stal-

len Transfektion die Integratiodes Plasmids in das Chromosohuch wenn durch die
kotransfizierteF -Integrase die Wahrscheinlichkeit fur die Integratides Plasmid#
das WirtsGenom gesteigert wirdehrhardt et al. 2005Thyagarajan et al. 209 1han-
delt es sich um ein seltenes Ereigfhi®elters 2009 was auch die geringe Ausbeute an
stabil Fzd&ransfizierten hMS&@opulationen in der hier vorliegendefrbeit begrin-
det. Unter den dbrigen aus der Antibiotikgelektion hervorgegangenen hMSC
Populationen vesen 4 eine Reduktion der Fzdpressiorum biszu 70%relativ zur
Negativkontrolleauf. Grund hierfur kdnntedie ungerichtete Integratiordes Transgens

in das Genonsein. Sckann das Transgezusatzlichunter die Kontrolle einebenadt-
barten Antisensd’romotors gelangen. Kommt es daraufhin zur Trapskn von Ant-
senseRNA kann diese unter Bildung von dsFb&zies di&kNAInterferenzaktivieren
(Ecker und Davis 198BalBhadra et al. 1997
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6 RESUMEE UNDAUSBLICK

Wahrend im Rahmen der vorliegenden Arbeit gezeigt werden kordass Fzd5 af
grund seiner kanonischen Wirkung die Proliferationskapazitat der hMSC malf3geblich
bestimmt, koénnten zuklnftige Studien mit stabil Fzd8ransfizierten hMSEC
Populationerauch die Rolle des Rezeptors bei Invasion bzw. Migration sowie kei Diff
renzierungsprozesen naher aufklarerDie Tatsache, dass Fzd5 und Fzd7 auch an der
Weiterleitung eines endogenen WARtignals und damit an einer basalé&lnt/i -
CateninAktivitat in hMSC bedligt sind, wirft die Frage auivelcher WntLigand dafur
verantwortlich ist. Von demletektieren 8 Wnts ware neben Wnt3 auch Wnt10b ein
interessanter Kandidat, dketzteres nachweislich wichtige Funktionen im Erhalt der
Stammzelleigenschaften besi@/end et al. 2012 Im Fall von Wnt3 konnte bei Ube
expressionn der vorliegenden Arbeiuch gezeigt werden, dass der Ligand innerhalb
der hMSG@Population einen sehr viel starkerenAktivator des Wnt/-Catenin
Signalweges darstellt als Wnt3a. Beide Wnts scheinen mit dem Erhalt der Stammzelle
genschaften in hMSC eng verknlpft zu sein, da sigéfétailon und Dedifferena-
rungsprozesse steuerfiBoland et al. 2004Ma et al. 2012 Weitere Studien kénnten
den fur Wnt3 spezifischen WhaRezeptor in hMSC aufklaren. Ein vielversprechender
Ansatz wére hier ein Knockdown verschiedener Fzds vornehmlich Fzd1, 5 @nd 7 b
gleichzeitiger Uberexpression von Wnt3 in dBGF/LEReporterhMSC Dariiber hi-

aus konnten Uber diesen Ansatz auch andere Wnt/Fzd alaerch Fzd/Fze
Kombinationen auf eine kanonische Wirkung hin Uberprift werden. Das fur diese Zw
cke notwendigeKlonierungssystem wurde in der vorliegenden Arbeit etabliert. Das
einfache Einbringen von Protetags erlaubt auch bei Gtberexpressionen von Wnts
und Fzdsmittels nachfolgeder Immurprazipitation verschiedene Wnt/Fzd und
Fzd/Fzdnteraktionen zu detekeren.

Zusammenfassend lassen sich mit den in dieser Arbeit etablierten Methoden auch in
Zukunft wichtige Informationen Uber die RezeptiemesWnt/i -CateninSignals ¢-
winnen. Gerade hier erweist sich das TCFAReportervektorSystem als ein zentrales
Werkzeug umeinen tieferen Einblick in das komplex regulierd/nt/i -Catenin
Signalnetzwerk in hMSC zu erlangen. Darauf aufbauend kénnten in verschiedenen
Ansatzen die Wirkung weiterer naturlicher Modulatoren wie sFRP1 uSgdRdine,

aber auchsynthetischerVerbindungen auf den WrnttCateninSignalweg getestet
werden. Hier 6ffnet das Feld desmall moleculesinteressante Moglichkeiten in die
Rezeption eines WrSignals einzugreiferso ist es kirzlich in ein&tudiegelungen
NiclosamidVerbindungenzu identifizieren welche die Internalisierung von Fzd1 iste

gem und somit die Wnt3a@SNX A GG St S | | (-Ga@nirSiyiddyedes R S a
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inhibieren. Gleichzeitig gelang es mit BK&ineNiclosamidSubstanz zu isolieredie
synergistisch die Wnt3aermittelte Aktivierungdes?2 Yy (i-€ateninSignalwegestei-
gerte (Mook et al. 2013 Zukunftige Studiekénnten die Wirkung dieser Niclosamide
in den TCF/LEReporterhMSC naher untersuchendierbei ware von Interesseb
auch andere Fz®ezeptoren einegesteigerte Internalisierung bei Applikation von
Niclosamid aufweisen. Daneben konnte auch im Fall ddo$éimidSubstanz DK3
geprift werden ob diese ebenso wie bei Wnt3a auch die Wirkung von Wnt3 oder
anderer Wnts potenzieren kanfh\bb.59). So kdnnterdiesespezifischa Manipulatio-
nen desWnt/i -Weges dieex vivoExpansion von hMSC effizienter und sicherer- m
chen. Dageradedie systemische Therapie mit hMSC immer mehr an Bedeutang g
winnt, ermdglichtdasdetaillierte Wissen tber den Wnit-CateninSignalwegukiinftig
wichtige klinische TherapieoptiondAlvarez et al. 2012

A B
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? ? 5 ? Fzd3*
Fzd3* Fzd6*
. Fzd7 Fzd2 n’.. Fzd7
/ Fzd5

Fzd5 Fzd8* Fzd6 Fzd8* Fzd2

9% imaa 77/

P cog ) o
cH A | DVI CKI
APC)
(B-Catenin:) ) - (p—Catenini) P
(ﬂ-Ca:eni'nﬁr . /<,3'({ate7"ifr\) (i}»cratévriih:)i — ({LCatenin)

(P-cCatenind)
TCF, LEF‘

izt

4] B;Catenin B

TCF/LEF )

CvclinDlT

| |

Proliferationf Proliferationf

Abb.59: Darstellung deiErgebnisse

Die aus den Knockdowmind Uberexpressionsstudien erhaltenen Ergebnisse wurden in Zusammenhang gebracht
und schematisch dargestellt. Die mit ein@tern markierten Fz&ezeptoren zeigtenur nach Uberexpressiogine
Aktivierung dedNnt/i -CateninSignalwegsin hMSCZusatzlich wurden potentielle Wirkungen der Niclosamide auf
denWnt/i -CateninSignalweg in hMSd@argestellt(Mook et al. 2013

A) Wnt/i -CateninSignalweg in hMSC unter basalen Bedingun®ie Ergebnisse in der vorliegenden Arblegen

nahe, dass an der basalen Aktivitat d&st/i -CateninSignalwegs in hMSC Wnt3 beteiligt ist. Im Fall der Fzds
weisen die KnockdowWersuche Fzd5 und Fzd7 sowie die Uberexpressionsstudien Fzd3 und Fzd8 als kanonische
Whnt-Rezeptoren aus. Demgegenibstiehen Fzd2 und Fzd@ie unter basalen Bedingungeeine inhibierende
Wirkung auf denwnt/i -CateninSignalwegaufwiesen. Weiter konnte gezeigt werden, dass Fzd5 in hMSC an der
Vermittlung eines proliferativen Signals beteiligt ist.

B) Wnt/ -CateninSignalveg in hMSC unter Wnt3stimulatorischen Bedingungeiier zeigte sich bei den Kroc

down und Uberexpressionsstudien, dass bis auf Fzd2 alle untersuchteiR&¥aptoren (Fzdl, Fzd3, Fzd5, Fzd6,
Fzd7,Fzd§ an der Weiterleitung eine®Vnt/i -CateninSignals betiligt sind. Dabei wies Fzd5 eine mafgebliche
Beteilgung an der Wnt3aermittelten Steigerung der Proliferation auf
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