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ZUSAMMENFASSUNG

ZUSAMMENFASSUNG

Mit der intensiven Erforschung von Stammazellen soll zukiinftig die Méglichkeit eréffnet
werden durch Manipulation von Stammzellpopulationen das regenerative Potential
des Organismus zu verstehen und zu nutzen. Dariber hinaus soll mittels genetisch
modifizierter Stammzellpopulationen die Grundlagen dafiir geschaffen werden schwe-
re Gen- und Immundefekte zu therapieren. Humane mesenchymale Stammzellen
(hMSC) versprechen hierbei groRes Potential, da sie bereits flir systemische Therapie-
ansatze eingesetzt werden.

Allerdings sind die theoretischen Grundlagen der Stammzelleigenschaften der hMSC
wie Proliferation, Invasion bzw. Migration und die Differenzierungskapazitat nur rudi-
mentar verstanden.

Aufbauend auf den Ergebnissen von Dr. Marisa Karow und Dr. Thomas Kolben, die eine
Beteiligung des Wnt/B-Catenin-Signalweges an der Steuerung dieser Stammzelleigen-
schaften in ihren Arbeiten nachweisen konnten (Karow 2008; Kolben et al. 2012), soll-
ten in der vorliegenden Arbeit die Rezeption des spezifischen Wnt-Signals und die
dabei beteiligten Frizzled (Fzd)-Rezeptoren naher untersucht werden.

Da aus den vorigen Arbeiten schon hervorging, dass alle 10 Fzd-Rezeptoren in den
hMSC exprimiert werden, sollte lber eine qualitative PCR die Expression potentieller
Whnt-Liganden sowie der beiden Inhibitoren des Wnt-Weges sFRP1 und WIF1 geprift
werden. Dabei zeigte sich, dass 8 der 19 Wnts sowie der Inhibitor sFRP1 exprimiert
werden. Das Wnt-Expressionsmuster der Krebszelllinie HT1080 unterschied sich dage-
gen nur in der Expression zweier Wnts, was wahrscheinlich auf den mesodermalen
Ursprung dieser Krebszelllinie zurlickzufiihren ist. Im Gegensatz hierzu zeigte sich eine
umfangreichere Wnt-Expression in der immortalisierten Zelllinie HEK293, in der 13 der
19 Wnts sowie auch die beiden Inhibitoren sFRP1 und WIF1 nachgewiesen wurden.

Flr eine detailliertere Aufschliisselung der Beteiligung einzelner Fzds an der Rezeption
eines Wnt-Signals sowie an der basalen Aktivitdt des Wnt/B-Catenin-Signalweges in
hMSC wurde ein TCF/LEF-Reporter-Vektorsystem in die hMSC eingebracht. Als Repor-
tergen kam die sekretierte Form einer Luciferase aus dem Tiefsee-Cephalopoden
Gaussia princeps zum Einsatz. Vorteil dieser Luciferase ist, dass die Sekretion in den
Uberstand eine Evaluierung der Wnt/B-Catenin-Aktivitat (iber die Zeit hinweg erlaubt,
ohne die Zellen zerstéren zu missen. Hierbei wurden transient und stabil-transfizierte
TCF/LEF-(T-cell-specific transcription factor/lymphoid enhancer-binding factor)-
Reporter-hMSC generiert und die Zellkulturbedingungen fir nachfolgende Experimen-
te optimiert. Die Evaluierung unterschiedlicher Aktivatoren des Wnt/B-Catenin-
Signalweges ergab die starkste Aktivierung nach Knockdown des Tumorsuppressorgens

1
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APC, wahrend ein Knockdown des B-Catenins, dem zentralen Mediator des Wnt-
Weges, zu einer signifikanten Reduktion der Gaussia-Luciferase-Aktivitat flihrte.

Bei Knockdown-Studien mit den verschiedenen Fzds mittels RNA-Interferenz (RNAI) in
den TCF/LEF-Reporter-hMSC zeigte sich, dass Fzd5 und Fzd7 an der Weiterleitung eines
Wnt-Signals sowohl unter unstimulierten Bedingungen als auch nach Applikation von
Whnt3a beteiligt sind. Weiter zeigte nur noch der Knockdown von Fzdl, dass dieser
Rezeptor an der Weiterleitung eines Wnt3a-Signals partizipiert.

Um diese Ergebnisse (iber einen reversen Ansatz in Form einer Uberexpression der
Fzds zu untersuchen, wurde ein flexibles Klonierungssystem entwickelt, das einen
einfachen Austausch von Protein-tags erméglichen sollte. Nach Bestitigung der Uber-
expression der Fzds auf mRNA-Ebene und Proteinebene wurde die Wirkung der Uber-
expression in den TCF/LEF-Reporter-hMSC ohne und mit Wnt3a-Aplikation untersucht.
Hier zeigte sich, dass neben der Uberexpression von Fzd5 auch Fzd3 und Fzd6 eine
Erhohung der Gaussia-Luciferase-Aktivitdt und damit eine gesteigerte Aktivitat des
Wnt/B-Catenin-Signalweges sowohl unter unstimulierten als auch unter stimulierten
Bedingungen nach sich zogen.

Bei vergleichender Uberexpression von Wnt3 oder Wnt3a konnte gezeigt werden, dass
Wnt3 — welches hMSC auch endogen exprimieren — sehr viel starker den Wnt-Weg
aktivieren kann als Wnt3a.

Um die Auswirkung des kanonischen Wnt-Rezeptors Fzd5 auf die Stammzelleigen-
schaften der hMSC zu priifen, wurde die Expression des Wnt-Zielgens Cyclin D1 und die
Proliferation nach Knockdown sowie transienter Uberexpression von Fzd5 quantitativ
erfasst. Hierbei zeigte sich nach Knockdown von Fzd5 eine signifikante Abnahme der
Proliferation, die auch auf Ebene der Wnt-Zielgene mit einer Abnahme der Cyclin D1-
Expression einherging. Umgekehrt konnten stabil Fzd5-transfizierte hMSC-
Populationen generiert werden, die eine signifikante Steigerung der Cyclin D1-

Expression aufwiesen.

Zusammenfassend konnte im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit gezeigt werden,
dass die verschiedenen Fzds in unterschiedlichem Male an der Weiterleitung eines
Whnt-Signals beteiligt sind. Besonders scheinen hier Fzd5 und Fzd7 eine wichtige Rolle
in hMSC zu spielen, da sie auch an der Vermittlung eines endogenen Wnt-Signals in-
nerhalb der Stammzellpopulation beteiligt sind. Weiter wurde im Fall von Fzd5 auch
die maRgebliche Beteiligung dieses Rezeptors am Erhalt der Proliferationskapazitat der
hMSC-Population nachgewiesen.
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1 EINLEITUNG

1.1 Stammzellen

Nach ihrer Herkunft lassen sich embryonale, germinale und somatische (fotale oder
adulte) Stammzellen definieren. Gemal ihrem Vermogen in unterschiedliche Zelltypen
zu differenzieren, unterscheidet man hierbei zwischen Toti-, Pluri- und Multipotenz
(Choumerianou et al. 2008). Totipotenz bezeichnet die Fahigkeit sich in alle Zelltypen
eines Organismus zu differenzieren und wird bis dato nur Zellen aus friihen Embryo-
nen, langstens bis zum 8-Zell-Stadium, zugesprochen. Somatische Stammzellen dage-
gen gelten als multipotent, was ein Differenzierungsvermdégen innerhalb des Keimblat-
tes, dem sie entstammen, implementiert (De Miguel et al. 2010).

Eine weitere elementare Stammzelleigenschaft ist die Selbsterneuerung, die Uber
symmetrische Zellteilung auch zur VergroRerung der Stammzellpopulation fihren
kann. Bei der asymmetrischen Zellteilung verbleibt eine Tochterzelle als Stammazelle,
wahrend die zweite den Differenzierungsweg einschlagt (Morrison und Kimble 2006).
Selbsterneuerung und Differenzierung stellen somit die Grundeigenschaften aller
Stammzellen dar und werden unter dem Begriff stemness zusammengefasst (Snippert
und Clevers 2011).

Welche Faktoren stemness bestimmen, ist Gegenstand intensiver Forschung. Suchten
friihere Studien vor allem nach gemeinsamen intrinsischen Faktoren, wie einem
stammzellspezifischen Transkriptom oder Epigenom, scheinen bei neueren Studien die
Plastizitdit von Stammzellen sowie die spezifische Stammzellnische als extrinsischer
Faktor maligeblich mitbestimmend fiir die stemness einer Stammzellpopulation zu sein
(Mikkers und Frisen 2005).

1.1.1 Embryonale Stammzellen

Embryonale Stammzellen (ESC) kdonnen nur wahrend dem engen Zeitfenster der
Praimplantationsphase aus der inneren Zellmasse der Blastozyste gewonnen werden.
Erstmals gelang es 1981 murine ESC (mESC) zu isolieren und in vitro zu kultivieren
(Martin 1981; Evans und Kaufman 1981). Aufgrund der Unterschiede zwischen mESC
und humanen ESC (hESC), die grundlegende Verdnderungen in den Parametern der
Kulturbedingungen notwendig machten, konnten erst 17 Jahre spéater die ersten hES-
Zelllinien generiert werden (Thomson et al. 1998).
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Trotz des kurzen Zeitfensters, in dem ESC in vivo ihre Funktionen in der Blastozyste
erflllen, ist eine Langzeitkultivierung in vitro ohne Verlust ihrer Stammzelleigenschaf-
ten moglich (Alvarez et al. 2012). Im Vergleich zu totipotenten Zellen der Morula kén-
nen pluripotente ESC nicht in Zelltypen der Trophoblastenlinie differenzieren. Im Un-
terschied zu den multipotenten somatischen Stammzellen sind sie aber in der Lage,
alle mehr als 200 Zelltypen der drei Keimblatter zu bilden (Beddington und Robertson
1989). Eine Besonderheit der ESC gegenliber somatischen Stammzellen ist die Expres-
sion der Transkriptionsfaktoren Oct4 und Nanog, die der Pluripotenz zugrunde liegen
(Loh et al. 2006). Dies gilt auch Uber Speziesgrenzen hinweg sowie bei unterschiedli-
chen Isolationsprotokollen und Kulturbedingungen (Mikkers und Frisen 2005).

Die Nutzung von humanen ESC ist jedoch mit starken ethischen Bedenken behaftet.
Schon die Gewinnung der ESC ist mit der Zerstorung der Blastozyste und damit eines
potentiell lebensfahigen Embryos verbunden. Dies kann zumindest partiell umgangen
werden indem — statt Gberzahlige Embryonen aus der In-vitro-Fertilisation (IVF)— ver-
mehrt nicht lebensfahige Embryonen aus der Praimplantationsdiagnostik (PID) einge-
setzt werden (Cornwell 2006). Einer Forschergruppe gelang es 2008, ESC bei Erhalt der
Blastomere zu isolieren, so dass auf die Zerstérung des Embryos verzichtet werden
kann (Chung et al. 2008).

Eine weitere theoretische Alternative zur Generierung von hESC ist die Verwendung
des somatic cell nuclear transfer (SCNT). Hierbei wird der Kern einer beliebigen somati-
schen Zelle in eine Eizelle eingebracht, deren Vorkern entfernt wurde. Sofern die Eizel-
le zur Implantation gelangt, kann sie zu einem vollstandigen Klon des somatischen
Zellspenders heranwachsen (Wilmut et al. 1997). Abgesehen von der ethischen Biirde,
die aus dem potentiellen Klonen von Menschen erwachst, ist die rechtliche Grundlage
von ES-Zelllinien noch unklar. So hat der europdische Gerichtshof eine Patentierung
der Methode zur Generierung von hESC nach Thomson et al. (1998) abgelehnt und
damit auch die Patentierung einzelner hES-Zelllinien untersagt (Baeyens und Goffin
2012). Nicht zuletzt ist die Generierung der hESC mit einem hohen Ressourcenver-
brauch verbunden, wodurch der Nutzen hinterfragt werden muss (Hipp und Atala
2008).

1.1.2 Adulte Stammzellen

Mit der Implantation der Blastozyste kommt es zu weitreichenden strukturellen Um-
bauprozessen. Dabei bildet sich mit dem Epiblasten das primitive Ektoderm, welches
die drei Keimblatter Ekto-, Meso- und Endoderm hervorbringt. Diese Prozesse gehen
mit EinbuBen an Pluripotenz der Epiblasten einher, wie in-vitro-Kulturen muriner Epi-
blasten (EpiSC) zeigten (De Miguel et al. 2010).
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Bei der weiteren Entwicklung des Embryos entstehen zahlreiche gewebe- und organs-
pezifische Stammzellpopulationen, die im postnatalen Organismus Stammzellnischen
bilden. Diese Stammazellnischen sind essentiell fiir spezifische Regenerationsprozesse
und konnten in fast allen Organen und Geweben nachgewiesen werden. Dabei ist die
Zahl der Stammzellen mit etwa 1:10.000 innerhalb des entsprechenden Organs oder
Gewebes relativ gering (Health 2004).

Die in den Nischen residierenden adulten Stammzellen (ASC) exprimieren in Uberein-
stimmung mit ESC, jedoch im Unterschied zu differenzierten Zellen, die Intermediarfi-
lamente E-Cadherin, Vimentin und B-Catenin (Alvarez et al. 2012). Ein spezifisches
Transkriptionsmuster teilen die unterschiedlichen ASC-Populationen aus den Stamm-
zellnischen nicht miteinander (lvanova et al. 2002; Ramalho-Santos et al. 2002). So
konnten jedoch aus unterschiedlichen Stammzellnischen Subpopulationen identifiziert
werden, welche Pluripotenzmarker wie Oct4, Nanog und SSEA-3/4 exprimierten, wie in
der fotalen Retina (Koso et al. 2006) der Leber (Xiong et al. 2008) aber auch im adulten
Knochenmark (Jiang et al. 2002), der Zahnpulpa (Kerkis et al. 2006) und in Haarfollikeln
(Yu et al. 2006). Die Expression dieser Marker und die pluripotenten Eigenschaften
dieser Subpopulationen legen die Vermutung nahe, dass es sich dabei um Epiblasten
handelt, die in den adulten Stammzellnischen Gberdauern (De Miguel et al. 2009).

Da Stammzellnischen wahrend dem Altern persistieren, muss ihre Aktivitat streng
reguliert werden. Dabei scheinen die Stammzellen in den meisten Nischen durch mi-
nimale Proliferationsraten in einem Ruhezustand (quiescence) gehalten zu werden
(Cheng et al. 2000). Der Ruhezustand kann entweder durch interne oder externe Reize
unterbrochen bzw. wieder hergestellt werden (Hsu et al. 2011; Wilson et al. 2008).
Dabei spielen Signaltransduktionsprozesse, vermittelt vor allem von Wnt, BMP, Notch
sowie Hedgehog, eine wichtige Rolle (Greenow und Clarke 2012). Als zentrale Stamm-
zelleigenschaft von ASC erschwert die quiescence die Generierung von in vitro Kultu-
ren, was eine Charakterisierung unterschiedlicher ASC-Populationen erschwert.

1.1.3 Humane mesenchymale Stammzellen und die Stammzellni-
sche

Friedenstein und dessen Mitarbeiter gelang es 1970 zum ersten Mal humane mesen-
chymale Stammzellen (hMSC) aus dem Knochenmark zu isolieren. Hierbei wurden
hMSC als eine kleine Subpopulation identifiziert, die im Gegensatz zu den ebenfalls im
Knochenmark residierenden hamatopoetischen Stammzellen (HSC) an Plastik adhérie-
ren. Morphologisch lassen die spindelférmigen Zellen eine nahe Verwandtschaft zu
Fibroblasten vermuten. Aufgrund dieser Eigenschaften und der Fahigkeit zu klonalen
Wachstum wurden diese Zellen als colony-forming unit fibroblasts (CFU-F) bezeichnet
(Friedenstein et al. 1970). Mit dem Nachweis, dass CFU-F in vivo als multipotente
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Stammzellen in alle mesodermalen Binde- und Stitzgewebstypen (Osteoblasten,
Chondrozyten, Tendozyten und Adipozyten) differenzieren kdnnen, setzte sich die
Bezeichnung mesenchymale Stammzellen durch (Caplan 1991; Pittenger et al. 1999).
Standardisierte Verfahren zur ldentifizierung von hMSC sind schwierig zu etablieren,
da bislang noch kein singularer spezifischer Marker gefunden wurde. Dies hat auch zur
Folge, dass eine genaue Definition der in vivo Stammzellpopulation von hMSC auch
heute noch ausbleibt. Daher empfiehlt die International Society for Cellular Therapy
(ISCT) hMSC Uber das in Tab. 1 aufgefiihrte Expressionsmuster zu identifizieren.

Positiv fiir mehr als 95 % Negativ fiir mehr als 2 %
der Population der Population
Oberflachen- CD11b oder CD14, CD19 oder CD79a,
marker CD73, CD90 und €D105 CD34, CD45 und HLA-DR

Tab. 1: Expressionsprofil der Oberflichenmarker in hMSC nach Dominici et al. (2006).

Neben diesen Oberflichenmarkern, der Plastik-Adhdrenz und der Multipotenz werden
hMSC durch die Fahigkeit zur Koloniebildung charakterisiert, die bis heute (iber den
CFU-F-Assay nachgewiesen wird (Dominici et al. 2006).

Trotz dieser Versuche der Standardisierung und Charakterisierung ist in vitro eine star-
ke Heterogenitat innerhalb von hMSC-Populationen zu beobachten. Dies betrifft vor
allem das Differenzierungspotential. So zeigte sich bei einer klonalen MSC-Population,
dass nur noch 30 % der Zellen in vivo multipotenten Charakter aufwiesen (Kuznetsov et
al. 1997). Diese Unterschiede zeigen sich auch morphologisch in der Unterscheidung
spindelférmiger von groBen kuboidalen sowie von sehr kleinen rapidly self-renewing
(RS)-Zellen (Colter et al. 2001). Andere Arbeitsgruppen berichten tiber dhnliche Subpo-
pulationen. Eine davon sind die very small embryonic-like (VSEL) Stammzellen, in de-
nen eine Expression von SSEA-1, Oct-4 und Nanog nachgewiesen werden konnte (Kucia
et al. 2006). Jiang et al. beschrieb 2002 die sogenannten multipotent adult progenitor
cells (MAPC), die bei geeigneten Differenzierungsbedingungen Charakteristika von
viszeralem Mesoderm, Neuroektoderm und Endoderm aufwiesen. Wurden MAPC in
frihe murine Blastozysten injiziert, gelang es sogar pluripotente Eigenschaften nach-
zuweisen. Andere Subpopulationen von hMSC wurden durch Anderung der Kulturbe-
dingungen selektioniert. Darunter die mesenchymal stromal cells, die neben der Ex-
pression von embryonalen Stammzellmarkern bei in vitro Ansatzen eine Transdifferen-
zierung zeigten (Battula et al. 2007). Ahnliche Ergebnisse wurden auch bei den soge-
nannten marrow-isolated adult multilineage inducible (MIAMI) Stammzellen beobach-
tet, welche unter hypoxischen Bedingungen generiert worden waren (D'lppolito et al.
2004).

Diese Heterogenitdt der hMSC-Population spiegelt sich auch in vivo im komplexen
Aufbau der Stammzellnische im Knochenmark wieder. Hierbei bilden MSC die Infra-
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struktur der HSC-Nische und bestimmen malgeblich deren hamatopoetische Aktivitat
(Zhang et al. 2003; Sacchetti et al. 2007). Dabei nehmen hMSC eine Schlisselrolle ein,
indem sie sowohl die Vaskularisierung der Nische als auch eine Innervierung durch das
periphere Nervensystem vermitteln (Katayama et al. 2006; Mendez-Ferrer et al. 2010).

Neben der Stammzellnische im Knochenmark konnten mittels der CFU-F-Assay-
Technologie fast aus allen Geweben des Korpers MSC gewonnen werden (Abdallah
und Kassem 2008). Vieles spricht dafiir, dass die MSC den Aufbau der Nische Uber-
nehmen und — wie in Abb. 1 fir das Knochenmark dargestellt — die organ- und ge-
webspezifischen ASC kontrollieren. Dabei scheint die Regulation der ASC unter ande-
rem malgeblich durch die Komponenten des Whnt/B-Catenin-
Signaltransduktionsweges der hMSC gesteuert zu werden. Zentrale Funktion Uber-
nimmt hierbei das B-Catenin, welches zum einen als Adhadsionsmolekdl strukturell und
zum anderen als Transkriptionsfaktor regulatorisch bei der Steuerung der Stammzellni-
sche beteiligt ist (Alvarez et al. 2012).

Blutgefall

Abb. 1: Die Stammzellnische im Knochenmark (modifiziert nach Alvarez et al. 2012).

MSC steuern die symmetrische und asymmetrische Teilung der ASC und damit die Bildung von Progenitorzellen,
welche die Nische verlassen. Dabei wird die Aktivitdt der MSC durch das endotheliale Kompartiment und durch die
sympathische Innervierung gesteuert. ASC = Adulte Stammzellen, hMSC = humane mesenchymale Stammzellen,
PGC = Progenitorzellen, PNS = Peripheres Nervensystem.

1.1.4 Stammzelltherapien

Die erste Stammzelltransplantation erfolgte 1956 in Form von Knochenmark im Tier-
modell (Thomas et al. 1957). Ab 1970 wurden Knochenmarkstransplantationen bei
Patienten mit schweren Immundefekten etabliert (Bortin 1970). Auflerdem wird sie
heute bei vielen Krebstherapien wie z.B. bei Leukdamien eingesetzt, welche eine Deple-
tion des Knochenmarks durch Bestrahlung oder Chemotherapie notwendig machen.
Als Transplantate werden hierbei HSC-Populationen meist allogener Herkunft einge-
setzt. Aber auch autologe Transplantationen werden durchgefiihrt, wie im Fall des
schweren Immundefektes Lupus erythematodes (Traynor et al. 2000).
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Die beiden Stammzellpopulationen aus dem Knochenmark, HSC und MSC, scheinen
neben der hamatopoetischen Stammzellnische auch an der Bildung aller anderen ge-
webe- und organspezifischen Stammzellnischen beteiligt zu sein (Alvarez et al. 2012).
Daher ist die unterstiitzende Wirkung von HSC und MSC bei regenerativen Prozessen
Gegenstand intensiver Forschung. In unterschiedlichen Studien konnten bei ischami-
schen Erkrankungen wie dem Herzinfarkt aber auch bei chronischen Wunden nach
systemischer Stammzelltherapie von hMSC positive Effekte erzielt werden (Health
2006). In manchen dieser Studien wurden auch erfolgreich genetisch modifizierte oder
mittels Cytokinen vorbehandelte Stammzellpopulationen eingesetzt (Gurudutta et al.
2012). So verbesserten bei schweren Knochendefekten osteogen aktivierte MSC-
Transplantate die Heilung signifikant (Quarto et al. 2001; Arinzeh et al. 2003).

Die Plastizitat von Stammzellen sowie deren Fahigkeit ganze Stammzellnischen wieder
aufzubauen weckt das Interesse, ex vivo Gewebetransplantate zu generieren (Snippert
und Clevers 2011). Dabei stellt sich die Frage, welche der bekannten Stammzellpopula-
tionen sich daflir am besten eignet. Ein groBer Vorteil von MSC gegentber HSC ist
hierbei, dass sie ex vivo eine sehr viel hohere Expansionskapazitat aufweisen. Nachteil
beider Stammzellpopulationen ist jedoch ihre starke Heterogenitat und das daraus
resultierende eingeschrankte Differenzierungspotential. Demgegeniiber lassen sich
ESC als relativ homogene Langzeitkultur halten und besitzen eine uneingeschrankte
Differenzierungskapazitat. Doch neigen die von hESC-Zelllinien abgeleiteten Transplan-
tate zur Bildung von Teratomen, wodurch deren klinischer Einsatz neben den ethi-
schen Bedenken erheblich erschwert wird (Goldring et al. 2011). So sind hMSC heute
schon zentraler zellularer Bestandteil in vielen klinischen Anwendungen (Abdallah und
Kassem 2008), weshalb das Verstandnis der grundlegenden Signaltransduktionsprozes-
se in hMSC unerlasslich ist. Gerade eine zielgerichtete Manipulation des Wnt/B-
Catenin-Signalweges konnte neben der Verbesserung bestehender Therapien, die
klinischen Anwendungsgebiete der hMSC nochmals erheblich erweitern.

1.2 Die Wnt-Signalwege

Die Komponenten der Wnt-Signalwege sind evolutionsbiologisch sehr alt und entstan-
den wahrscheinlich mit der Entwicklung der Kérpersymmetrie und den ersten Nessel-
tieren vor etwa 550 bis 610 Millionen Jahren (Chen et al. 2000). Das Konzept der Kor-
perachse in Form der Radidr- oder Bilateralsymmetrie war grundlegend fiir die Ent-
wicklung der Eumetazoa und damit fiir die kambrische Explosion, bei der sich — inner-
halb weniger Millionen Jahre — die Vertreter fast aller heutigen Tierstamme entwickel-
ten (Chen et al. 2000). So spielen die Komponenten der Wnt-Signalwege eine zentrale
Rolle in der Embryonalentwicklung aller héheren Tiere und sind maligeblich an der
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Steuerung von Stammzelleigenschaften und dem Differenzierungspotential beteiligt
(Nusse et al. 2008). Wahrend bei degenerativen Krankheiten haufig eine verminderte
Aktivierung der Wnt-Signalwege zu beobachten ist, kann die aberrante Aktivierung des
Signalweges hingegen Tumorerkrankungen ausldsen (Luo et al. 2007; Polakis 2012).

Die Wnt-Signalwegkomponenten lassen sich 3 Wnt-Signalwegen zuordnen. Neben dem
kanonischen Wnt/B-Catenin-Signalweg sind dies die beiden nicht kanonischen Wnt-
Wege, namlich der Wnt/PCP (planar cell polarity)- und der Wnt/Ca2+—SignaIweg. Cha-
rakteristisch fur diese Wnt-Signalwege ist, dass am Anfang der Signaltransduktion die
Bindung eines Wnt-Liganden an einen Fzd-Rezeptor steht (Schulte 2010).

1.2.1 Liganden der Wnt-Signalwege

Die erste in der Literatur beschriebene Komponente des Wnt-Signalweges war ein
Whnt-Ligand. Unter dem Namen Intl wurde ein Protoonkogen identifiziert, dessen
transkriptionelle Aktivierung als Folge der genomischen Integration des mouse mam-
mary tumor virus (MMTV) zu erhohtem Brustkrebsrisiko in Mdusen fihrte (Nusse und
Varmus 1982). Zuvor wurde das Int1-Ortholog schon in Drosophila beschrieben; so
flhrte eine Loss-of-function-Mutation zu einer fehlerhaften Flligelanlage und zu einer
gestorten Segmentpolaritdt, weshalb der Namen wingless (Wg) vergeben wurde
(Sharma und Chopra 1976). Jedoch erst 1987 wurde bei einem Screening von Entwick-
lungsmutanten Wg als Ortholog zu Intl erkannt (Rijsewijk et al. 1987). Mit der Be-
zeichnung Wnt wurde dann eine Amalgamierung der beiden Ortholog-Namen Wg und
Int zu Wnt vorgenommen (Nusse et al. 1991).

Heute sind in Vertebraten 19 Mitglieder der Wnt-Familie beschrieben und ihre Se-
guenz ist innerhalb des Tierstamms hochkonserviert. Dabei lassen sich viele der Wnts
paarig in Unterfamilien einteilen, die sich durch eine sehr hohe Sequenzidentitat aus-
zeichnen. Das spiegelt sich auch in der Nomenklatur durch die Additive ,,a“ oder ,,b“ an
den Namen des jeweiligen Wnts wider. Interessant hierbei ist, dass schon auf der nied-
rigsten Stufe der Eumetazoa, z.B. bei Hydra und der Seeanemone die gleiche Anzahl an
Whnt-Unterfamilien vertreten ist wie in den Vertebraten (Kusserow et al. 2005). Dies
lasst vermuten, dass die Diversifikation der Wnt-Familie und deren Aufspaltung in
Untergruppen schon sehr friih in der Evolution mit der Entwicklung der Eumetazoa
zusammenfallt (Petersen und Reddien 2009).

Die Mitglieder der Wnt-Familie zeigen konservierte Gemeinsamkeiten im strukturellen
Aufbau. Die durchschnittliche Lange der Wnt-Liganden liegt zwischen 350 und 400
Aminosauren (AS). Der N-Terminus besteht aus einer fiir den sekretorischen Weg ko-
dierenden Signalsequenz. Daran schlieBt sich ein hoch konserviertes Muster von 22-24
Cysteinen an, das unerlasslich fiir die Funktionalitdt und die Spezifitdit des Wnt-
Liganden ist (Du et al. 1995; Hoppler et al. 1996). Der Sekretionsprozess gestaltet sich
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durch Wnt-spezifische Komponenten wie z.B. Porcupine und Wntless/Evi komplex und
flihrt zu weitreichenden posttranslationalen Modifikationen. Charakteristisch ist eine
kovalente Bindung an Lipide und damit einhergehend eine Erhéhung der Hydrophobi-
zitat der Wnts. Daneben sind auch N-Glykosylierungen bekannt, die zusammen mit der
Lipid-Modifikation essentiell fiir die Sekretion und Funktionalitdt der Wnts sind (Willert
et al. 2003). So zeigen neuere Untersuchungen an kristallisierten Wnt/Fzd-Komplexen,
dass die Bindung des Wnt-Liganden an den Rezeptor maRgeblich Uber den Lipidrest
vermittelt wird (Janda et al. 2012).

Neben der Einteilung der Wnts nach phylogenetischen Kriterien wurde schon friih eine
funktionale Klassifizierung der Wnt-Liganden vorgenommen. Wnts, die nach ektopi-
scher Expression in Froschembryonen eine Duplikation der Korperachse (McMahon
und Moon 1989) sowie eine Transformation der murinen Brustdriisenepithelzelllinie
C57MG induzieren konnten (Wong et al. 1994), wurden als kanonisch bezeichnet.
Dieser Gruppe mit Wnt1, Wnt3/3a und Wnt8a/b werden den nicht-kanonischen Wnts
mit Wnt4, Wnt5a/b und Wntll gegeniibergestellt. Diese starre Einteilung der Wnts
zeigt sich heute als wenig praktikabel, da in Abhangigkeit des Zellsystems und der vor-
handenen Komponenten des Wnt-Signalweges, die verschiedenen Wnts sowohl kano-
nische als auch nicht kanonische Wirkungen vermitteln konnen (Chien et al. 2009;
Uysal-Onganer und Kypta 2012). Dabei scheint die jeweilige Kombination aus Fzd und
Whnt eine wichtige Rolle zu spielen, welcher der Wnt-Signalwege aktiviert wird (Mikels
und Nusse 2006a).

Im Gegensatz zu den nicht-kanonischen ist die Wirkung des kanonischen Wnt/B-
Catenin-Signalweges vor allem auf die Stabilisierung des B-Catenins und auf dessen
nachfolgender transkriptioneller Aktivitat zuriickzufiihren (Abb. 2). Die Unterscheidung
der nicht-kanonischen Wnt-Signalwege ist aufgrund einer gréReren Ubereinstimmung
an Signalkomponenten weniger scharf und spiegelt moglicherweise die Tatsache wi-
der, dass sie Teil eines groReren Wnt-Signalnetzwerks reprasentieren (Kestler und Kuhl
2008).

Bei der Entscheidung, welcher der Wege eingeschlagen wird, scheint die Kombination
aus Wnt-Ligand und Rezeptoren von besonderer Bedeutung zu sein. So zeigte sich,
dass in Abhangigkeit des Liganden unterschiedliche Wnt-Korezeptoren rekrutiert wer-
den. Dabei bildete Wnt3a einen terndren Komplex mit Fzd und dem Korezeptor LRP6
(low density lipoprotein receptor-related protein 6), wahrend Wnt5a neben Fzd die
Rezeptor-Tyrosin-Kinase Ror2 als Korezeptor rekrutierte (Mikels und Nusse 2006a). Die
erstgenannte Kombination fihrte zu einem kanonischen Signal, letztere zu einem
nicht-kanonischen. Bei der Rezeptorkombination aus Fzd und LRP5/6 ist mit dem Pro-
tein Norrin auch ein kanonischer Ligand bekannt, der nicht zur Wnt-Familie gehort (Xu
et al. 2004). Weiter existieren mit der Familie der R-Spondine Liganden des Wnt-
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Weges, die in Anwesenheit von Wnt-Liganden synergistisch wirken und ein nachfol-
gendes Wnt-Signal verstarken konnen (Kim et al. 2008).

Whnt/B-Catenin Wnt/Kalzium

S S

! Fzd
l :

N/
(o

B-Catenin \

Degradations-
komplex

Fzd Fzd

Abb. 2: Die verschiedenen Wnt-Signalwege: Dargestellt sind die zentralen Komponenten der Rezeption und intra-
zelluldren Signaltransduktion des Wnt/B-Catenin-, Wnt/Kalzium- und Wnt/PCP-Signalweges. Nihere Ausfihrungen
sind dem Text zu entnehmen. PCP = planar cell polarity, GoBy = heterotrimeres G-Protein, Dvl = Dishevelled,
TCF/LEF = T-cell-specific transcription factor/lymphoid enhancer-binding factor, CaMKIl = ca®*/Calmodulin-
abhangigen Kinase 1, PKC = Proteinkinase C, Rho = Ras homologue GTPase, Rac = Ras-related C3 botulinum toxin
substrate, INK = c-Jun N-terminal Kinase, ATF/CREB = cAMP-dependent transciption factor/cAMP response element-
binding protein (modifiziert nach Cohen et al. 2008).

1.2.2 Sekretierte Inhibitoren der Wnt-Signalwege

Die sekretierten Wnt-Inhibitoren lassen sich bezlglich ihrer Bindungspartner in die
secreted Fzd-related protein (sFRP)- und Dickkopf (Dkk)-Klasse einteilen (Kawano und
Kypta 2003). Die erstgenannte Klasse zu der die sFRP-Familie, WIF1 und Cerberus zadh-
len, zeichnet sich durch die Bindung und Sequestrierung von Wnt-Liganden aus
(Bovolenta et al. 2008). Dagegen binden die Mitglieder der Dkk-Familie an die Wnt-
Korezeptoren LRP5 und 6 und verhindern so die Ausbildung des terndren Komplexes
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aus Wnt/Fzd/LRP und damit die Weiterleitung eines kanonischen Wnt-Signals (Sakane
et al. 2010).

1.2.3 Die nicht-kanonischen Wnt-Signalwege

Der Wnt/PCP-Weg wurde zuerst in Drosophila beschrieben und nimmt als B-Catenin-
unabhangiger Weg Uber die Bestimmung der Zellpolaritat eine wichtige Rolle in der
Gewebeorganisation wahrend der Embryonalentwicklung ein (Veeman et al. 2003).
Auch fiir den Wnt/Ca**-Signalweg werden 3hnliche Funktionen vermutet; so vermittelt
dieser gastrulationsbedingte Zellwanderungen in der Entwicklung von Froschembryo-
nen (Slusarski et al. 1997). In beiden nicht-kanonischen Wnt-Signalwegen scheinen
heterotrimere G-Proteine an der Signalweiterleitung beteiligt zu sein (Abb. 2). Im Fall
des Wnt/PCP-Weges fuhrt dies Uber das G-Protein Rac sowie (iber das kleine G-Protein
Rho. Folge ist zum einen die Aktivierung der c-Jun N-terminal Kinase (JNK)-Kaskade und
zum anderen der Umbau des Cytoskeletts. Im Wnt/Ca2+—SignaIweg steht am Ende der
cGMP-vermittelten second messenger-Reaktion die Freisetzung von Inositoltriphos-
phat, welches zu einer Erhéhung des intrazelluliren Ca**-Spiegels fiihrt. Die Folge hier-
von ist die Aktivierung der Ca2+/CaImoduIin—abhéngigen Kinase Il (CaMKIl) und der
Proteinkinase C (PKC), die beide eine wichtige Rolle in Migration und Proliferation der
Zelle ibernehmen (Kuhl 2004).

1.2.4 Der Wnt/B-Catenin-Signalweg

Die verfliigbare Menge an transkriptionell aktivem B-Catenin und damit die nukledre
Konzentration bestimmt maRgeblich den Aktivitatszustand des Wnt/B-Catenin-
Signalweges (Shimizu et al. 1997). Bei Ausbleiben eines Wnt-Signals, wird das cytosoli-
sche B-Catenin von einem spezifischen Abbaukomplex mit den zentralen Komponen-
ten APC (Adenomatosis Polyposis Coli), Axin und GSK-3B phosphoryliert (Liu et al.
2002). Dies ist die Voraussetzung fir die Ubiquitinierung von B-Catenin (Abb. 3A), wel-
che als Markierung fiir die proteasomale Degradation dient (Aberle et al. 1997).

Bei Anwesenheit eines Wnt-Liganden (Abb. 3B) kommt es zu der Ausbildung des terna-
ren Komplexes aus Wnt, Fzd und dem Korezeptor LRP5 bzw. LRP6 (He et al. 2004;
Logan und Nusse 2004). Das fuhrt zur Inaktivierung des spezifischen Abbaukomplexes
und zur Akkumulation von B-Catenin im Cytosol (MacDonald et al. 2009). Dem schlieRt
sich die Translokation des B-Catenins in den Nukleus an (Henderson und Fagotto
2002). Zusammen mit der Familie der Transkriptionsfaktoren TCF/LEF (T-cell-specific
transcription factor/lymphoid enhancer-binding factor) bestimmt es die Expression
verschiedener Wnt-Zielgene, darunter Cyclin D1 aber auch Metalloproteinasen sowie
Fzds und damit Komponenten des Wnt/B-Catenin-Signalweges selbst (Hoppler und
Kavanagh 2007; Logan und Nusse 2004; Vlad et al. 2008).
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Abb. 3: Der Wnt/B-Catenin-Signalweg.

A) Bei Abwesenheit eines Wnt-Liganden ist der Degradationskomplex im Cytosol aktiv und phosphoryliert gebunde-
nes B-Catenin. Dieses wird — B-TrCP-vermittelt —ubiquitiniert und durch das Proteasom abgebaut.

B) Bei Ausbildung eines terndren Rezeptorkomplexes unter Anwesenheit eines Wnt-Liganden werden bestimmte
Komponenten des Degradationskomplexes an die Membran rekrutiert. Dadurch akkumuliert neu synthetisiertes -
Catenin. APC = Adenomatosis Polyposis Coli, B-TrCP = B-Transducin repeat containing protein, CKI = Kaseinkinase 1,
Dvl = Dishevelled, GSK-3B = Glykogensynthase-Kinase 3B (modifiziert nach Li et al. 2012).

1.2.5 Rezeption eines Wnt-Signals

Am Anfang eines Wnt-Signals steht die Bindung des Liganden an einen heterodimeren
Rezeptorkomplex aus Fzd und LRP. Dabei umfasst in Vertebraten die Fzd-Familie 10
Mitglieder, die jeweils mit einem der beiden Korezeptoren LRP5 oder LRP6 als Hetero-
dimer vorliegen kdnnen.

1.2.5.1 Die Frizzled-Rezeptoren

Die Bezeichnung ,Frizzled”, welche in diesem Kontext mit eingedreht oder gekrauselt
Ubersetzt werden kann, geht auf eine gleichnamige Drosophila-Mutante mit unnatir-
lich stark spiralig gewundenen Fliigelhaaren zuriick (Bridges und Brehme 1944).

In der Abb. 4 sind die wichtigsten gemeinsamen strukturellen Merkmale der Mitglieder
der Fzd-Familie zusammengefasst.
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Abb. 4: Darstellung der Fzd-Struktur (modifiziert nach Schulte 2010).

Uber die CRD bindet der Rezeptor Wnt-Liganden. In griin sind die extrazelluldren Schleifen und in violett sind die
intrazellularen Schleifen hervorgehoben. Transmembranregionen sind mit romischen Ziffern versehen. In der CRD
befinden sich 5 Disulfidbriicken. Eine weitere ist zwischen den ersten beiden extrazelluldaren Schleifen lokalisiert.
CRD = cysteine rich domain.

Im Durchschnitt umfasst die Lange der Fzds 500 bis 700 AS. Die aus der Aminosaurese-
guenz abgeleiteten Strukturmerkmale der Fzds flihrten zur Einordnung der Familie als
Untergruppe in die Klasse der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs). Wie auch
die GPCRs sind Fzds mit 7 Transmembrandomanen (7TM), bestehend aus hydropho-
ben a-Helices, in der Plasmamembran verankert (Vinson et al. 1989). Die Domanen
sind extrazellular wie intrazelluldar mit jeweils 3 loops untereinander verbunden. Cha-
rakteristisch flir GPCRs befinden sich in den extrazelluldaren loops 1 und 2 konservierte
Cysteine sowie geladene Aminosauren im dritten intrazelluldren loop. Jedoch fehlen
der Fzd-Familie das DRY-Motiv, welches an der Spezifitat wie auch der Bindung des G-
Proteins beteiligt ist und das fiir die GPCRs typische NPXXXY Motiv (Wess 1998).

Extrazelluldr schlielRt sich der Transmembranregion der N-Terminus mit den wichtigen
Domanen fiir die Rezeption eines Wnt-Signals an. Der relativ kurzen Signalsequenz
folgt im N-Terminus die cysteine-rich domain (CRD), welche durch 5 Disulfidbriicken —
bestehend aus 10 in der Fzd-Familie hoch konservierten Cysteinen — stabilisiert wird.
Neben der Fahigkeit die Dimerbildung mit anderen CRD-tragenden Proteinen zu ver-
mitteln, ist sie fiir die Bindung von Wnt-Liganden unabdingbar (Dann et al. 2001; Janda
et al. 2012). Innerhalb der CRD gibt es Hinweise auf posttranslationale Modifikationen
in Form von N-Glykosylierungen. Hierbei scheinen die Glykosylreste bei der Erkennung
des Wnt-Liganden und damit fir die Funktionalitat des Rezeptors von Bedeutung zu
sein (Schulte 2010).

Intrazellular befindet sich der C-Terminus mit den zentralen Domanen fiir die Trans-
duktion eines Wnt-Signals. Dabei spielt die Sequenz KTXXXW, welche in allen 10 Fzd-
Rezeptoren konserviert ist, eine zentrale Rolle. Als Bindestelle fir atypische PDZ-
Liganden ist sie an der Interaktion des Fzd mit dem Phosphoprotein Dishevelled (DVL)
beteiligt. Dabei stellt DVL eine zentrale Signalkomponente der unterschiedlichen Wnt-
Signalwege dar (Gao und Chen 2010). Weitere Bindestellen fir dieses Protein werden
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auch in den intrazelluldren loops 1 und 3 vermutet. Ein zweiter konservierter Sequenz-
abschnitt X-S/T-X-L/V ermdglicht die Interaktion mit Klasse | PDZ-Liganden, die eine
Vielzahl an unterschiedlichen Signalproteinen mit zum Teil noch ungeklarter Funktion
umfassen (Wawrzak et al. 2009). Diese Konsensussequenz ist nicht in allen Fzds vor-
handen und bildet das Endstiick des C-Terminus in Fzd1, 2, 3, 4, 5, 7, 8, jedoch nicht in
Fzd6, 9 und 10.

Unter allen 7TM-Rezeptorklassen sind die Mitglieder der Fzd-Familie tber die Vertreter
der Tierstamme hinweg am hdchsten konserviert (Schioth und Fredriksson 2005). Da-
bei lassen sich die Fzds, anhand ihrer Sequenzidentitat, in vier Gruppen einteilen: Fzd1,
Fzd2 und Fzd7 teilen nahezu 75 %, Fzd5 und Fzd8 70 %, Fzd4, Fzd9 und Fzd10 65 % und
Fzd3 und Fzd6 50 % Sequenzidentitat (Huang und Klein 2004).

Die Entdeckung, dass es sich bei der Fzd-Familie um Wnt-Rezeptoren handelt, wurde
zuerst im Modellorganismus Drosophila gemacht. Es war bekannt, dass nach Stimulati-
on durch Wg, DVL an der Stabilisierung des B-Catenin Orthologs Armadillo beteiligt war
(Klingensmith et al. 1994). Nachdem Fzd- und DVL-Mutanten zu einem dhnlichen Pha-
notyp flihrten, konnten nachfolgende Untersuchungen zeigen, dass Drosophila Fzd2
(DFzd2) einen Wg-Rezeptor darstellt (Bhanot et al. 1996).

1.2.5.2 Die Wnt-Korezeptoren LRP5 und LRP6

An der Rezeption sowie Transduktion eines Wnt-Signals sind auch die Wnt-
Korezeptoren LRP5 bzw. LRP6 beteiligt. Zusammen mit weiteren 8 verschiedenen LRP-
Rezeptoren bilden sie eine Untergruppe der LDL-Rezeptorfamilie (Li et al. 2001). Diese
spielen eine wichtige Rolle in der Endocytose, der Zell-Zell-Kkommunikation, Embryoge-
nese und im Lipidstoffwechsel (Go und Mani 2012). Wie alle LDL-Rezeptoren gehéren
sie zur Klasse der Typ | Transmembranproteine. Typisch in ihrem strukturellen Aufbau
ist, dass sich der Transmembran-Region intrazelluldr ein relativ kurzer C-Terminus
anschlief3t, welcher die intrazellularen Domdnen zur Signaltransduktion tragt. Extrazel-
luldr befinden sich auf dem relativ groBen N-Terminus die Bindungsstellen flr die Wnt-
Liganden. Die Bedeutung dieser Rezeptoren im Wnt/B-Catenin-Signalweg zeigen Ver-
suche mit verkiirzten LRP6-Rezeptormutanten. Wurde LRP6 ohne extrazelluldre Do-
mane exprimiert, kam es zu einer konstitutiven Aktivierung des Wnt-Signals und bei
einer Verkiirzung der cytoplasmatischen Domane zur Blockierung desselben (He et al.
2004). Die Rezeption eines Wnt-Signals erfolgt tGber die Bindung eines Wnt-Liganden
an die Domanen E1-E4 im N-Terminus. Dabei zeigen sich Unterschiede in der Praferenz
fur den jeweiligen Wnt-Liganden. Wahrend die Domanen E1-E2 Wntl binden, vermit-
teln E3-E4 die Bindung von Wnt3 und Wnt3a (Gong et al. 2010). Zusatzlich gibt es auch
Hinweise, dass beide Wnt-Bindestellen gleichzeitig Liganden binden kdnnen (Bourhis
et al. 2010).
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Fir die Ausbildung des Wnt-Signalosoms an der Plasmamembran ergibt sich damit
folgendes Bild (Abb. 3B). Fzd und LRP5 bzw. LRP6 binden den Wnt-Liganden unter
Ausbildung eines terndaren Komplexes. Dabei kdnnen mehrere Wnt-Liganden mehrere
Fzds aber auch mehrere LRPs binden, was theoretisch eine Oligomerisierung des terna-
ren Komplexes erlaubt (Bhanot et al. 1996; Janda et al. 2012). Intrazelluladr rekrutieren
die Rezeptoren daraufhin an der Membran die spezifischen Geriistproteine. Dabei
binden Fzd-Rezeptoren DVL und der Korezeptor LRP Axin. Diese Geriistproteine inter-
agieren ihrerseits untereinander, was die Bindung von Axin an LRP festigt (Clevers und
Nusse 2012). Gleichzeitig wird die Axin-LRP-Interaktion durch die Phosphorylierung des
cytoplasmatischen C-Terminus des Rezeptors nochmals verstarkt. Dies wird durch die
beiden konstitutiv aktiven Serin-Threonin-Kinasen CK1 und GSK-3B vermittelt, die bei
einem Whnt-Signal ebenfalls an die Membran rekrutiert werden (He et al. 2004; Tamai
et al. 2004). Die Folge dieser weitreichenden intrazellularen Umverteilung der Wnt/B-
Catenin-Signalkomponenten ist die Inaktivierung des Degradationskomplexes und
damit die Hemmung der Ubiquitinierung des B-Catenins (Li et al. 2012).

1.2.6 Signalweiterleitung im Cytosol und Nukleus

In Abwesenheit eines Wnt-Signals bedingt die Aktivitat des Degradationskomplexes die
cytosolische Konzentration des B-Catenins. So bindet Axin als Geriistprotein die Kom-
ponenten des Degradationskomplexes und bildet eine Interaktionsplattform fir APC,
B-Catenin und die beiden Kinasen CK1 und GSK-3B. Das relativ groRe APC spielt dabei
eine zentrale Rolle, da es sowohl Axin als auch das B-Catenin bindet. Die Interaktion
mit B-Catenin wird durch repetitive Sequenzabschnitte mit einer Lange von 15 bzw. 20
Aminosauren vermittelt, die in APC zwischen den drei Axin-Bindestellen lokalisiert sind
(Klaus und Birchmeier 2008). Aufgrund einer hereditaren oder somatischen Mutation,
welche zur Expression einer verkiirzten APC-Variante flihren, kénnen diese -Catenin-
Bindedomanen fehlen. Dadurch sind das mutierte APC und damit der Degradations-
komplex nicht mehr funktional. Die daraus resultierende konstitutive Wnt/B-Catenin-
Aktivitat ist fiir 85 % der diagnostizierten Kolonkarzinome verantwortlich (Kinzler und
Vogelstein 1996). Im funktionalen Degradationskomplex phosphorylieren die beiden
Kinasen CK1 und GSK-3B fortlaufend B-Catenin-Molekile. Betroffen davon sind N-
terminal gelegene Ser/Thr-Reste, welche phosphoryliert in ihrer Gesamtheit als ,,de-
gron“ Motiv von F-box/WD-Sequenzwiederholungen des B-Transducin repeat contai-
ning protein (B-TrCP) erkannt werden. Das B-TrCP ist Teil eines E3-Ubiquitin-Ligase-
Komplexes (Aberle et al. 1997), welcher das B-Catenin ubiquitiniert und somit dem
proteasomalen Abbau zufiihrt (Abb. 3A).

Bei einem aktiven Wnt-Signal kommt es zur Sattigung des inaktiven Degradationskom-
plexes mit phosphoryliertem B-Catenin. Aufgrund der ausbleibenden Ubiquitinierung,
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akkumuliert neu synthetisiertes B-Catenin im Cytosol und die Translokation in den
Nukleus ermoglicht die Regulation von Wnt-Zielgenen. Durch welche Mechanismen B-
Catenin in den Kern geschleust wird, ist noch nicht vollstéandig verstanden, denn es
weist weder ein nukledres Lokalisationssignal (NLS) noch ein nukledres Exportsignal
(NES) auf (Fagotto et al. 1998). Zudem ist es mit 90 kDa doppelt so groR wie die Aus-
schlussgroRe der Kernpore fiir die freie Diffusion. Studien konnten zeigen, dass hierbei
sowohl von einem Transportprotein abhangige als auch davon unabhdngige Mecha-
nismen existieren (Koike et al. 2004; Wiechens und Fagotto 2001). Ein mogliches
Transportprotein konnte APC darstellen, da es neben seiner Funktion im Degradati-
onskomplex, mittels mehreren NLS- und NES-Sequenzen zwischen Kern und Cytosol
pendeln kann (Henderson und Fagotto 2002; Neufeld 2009). Malgeblich fir die zellu-
lare Verteilung des B-Catenins scheinen auch die spezifischen Transkriptionsfaktoren
B-Zelllymphom 9 (BCL9), Pygopus und T-cell-specific transcription factor 4 (TCF4) zu
sein. Wie Untersuchungen zeigen, férdern diese eine nukledre Retention des pB-
Catenins und damit auch eine Akkumulation desselben im Kern (Krieghoff et al. 2006).

Die vorgenannten Transkriptionsfaktoren sind auch mafigeblich an der Vermittlung der
transkriptionellen Aktivitat des B-Catenins beteiligt. Eine zentrale Rolle spielen hierbei
die Mitglieder der TCF/LEF-Familie, zu denen auch TCF4 gehort. Dabei ist die Komplex-
bildung aus B-Catenin und TCF bzw. LEF essentiell fir die Transkription von Wnt-
Zielgenen. Denn die Mitglieder der TCF/LEF-Familie vermitteln (ber die Bindung der
HMG-Box-Domane in der kleinen Furche der DNA-Helix die Spezifitat des B-Catenins.
Fur die Erkennung ist die Konsensussequenz (A/T)(A/T)CAA(A/T)GG in Vertebraten und
Drosophila identifiziert worden und als nachgeschaltete Sequenzwiederholungen ist
diese Bestandteil der sogenannten TCF/LEF-Reportervektoren bzw. TOPflash-Systeme
(Korinek et al. 1997; van de Wetering et al. 1997).

In Abwesenheit des B-Catenins (Abb. 5A) rekrutieren die Mitglieder der TCF/LEF-
Familie transkriptionelle Repressoren darunter Groucho und CtBP (Hurlstone und
Clevers 2002). Unter Wnt-Stimulation verdrangt B-Catenin in einem kompetitiven Me-
chanismus die Repressoren (Abb. 5B). Im Komplex mit TCF/LEF wirkt es dann als trans-
kriptioneller Aktivator nachgeschalteter Wnt-Zielgene durch Rekrutierung von Kompo-
nenten des chromatin remodeling complex und Histon-modifizierenden Faktoren wie
CBP und Brgl (Stadeli et al. 2006). Weitere in Drosophila essentielle Transkriptionsfak-
toren sind Legless (lgs) das Ortholog zu BCL9 und Pygopus, deren Bedeutung als Trans-
kriptionsfaktoren flir Wnt-Zielgene in Vertebraten noch weitgehend unklar ist (Brack et
al. 2009; Schwab et al. 2007).
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Nukleus Nukleus

Groucho
TCF/LEF

Abb. 5: Der Wnt/B-Catenin-Signalweg im Nukleus (modifiziert nachlLi et al. 2012).

A) In Abwesenheit eines Wnt-Signals reprimieren TCF und LEF zusammen mit den Korepressoren Groucho und CtBP
die Transkription der Wnt-Zielgene.

B) Akkumuliert B-Catenin im Kern, verdrangt es die Korepressoren von TCF/LEF und rekrutiert daftir Koaktivatoren
und Histon-modifizierende Faktoren wie Brgl, CBP, Bcl9 und Pygo.

BCL9 = B-Zelllymphom 9, Brgl = brahma-related gene 1, CBP = CREB binding protein, CtBP = C-terminal binding
protein, Pygo = Pygopus, TCF/LEF = T-cell-specific transcription factor/lymphoid enhancer-binding factor.

1.2.7 Zielgene des Wnt/B-Catenin-Signalweges

Die zentrale Bedeutung der TCF/LEF-Transkriptionsfaktoren zeigt sich in der Charakte-
risierung von Wnt-Zielgenen. Diese werden definiert durch das Vorhandensein von
TCF/LEF-Bindestellen, welche maRgeblich an der Transkription der Wnt-Zielgene betei-
ligt sind (http://www.stanford.edu/~rnusse/pathways/targets.html). Zu diesen zahlen
viele Protoonkogene wie Cyclin D1 und c-Myc, die eine wichtige Funktion im Zellzyklus
Uibernehmen (He et al. 1998; Tetsu und McCormick 1999). Weiter sind einige Metallop-
roteinasen, die im Fall der Invasion und Migration von Zellen eine bedeutende Rolle
spielen, als Wnt-Zielgene beschrieben worden (Wu et al. 2007). Aber auch Komponen-
ten des Wnt-Weges selbst, wie z.B. Fzd7 (Willert et al. 2002) wurden als Wnt-Zielgene
identifiziert. Darunter auch die negativen Regulatoren des Wnt-Weges Axin2 und Dkk1,
welche als Teil eines negativen feedback loops eine Feinabstimmung der Wnt/B-
Catenin-Aktivitat ermdglichen (Lustig et al. 2002; Niida et al. 2004).

1.2.8 Die Rolle des Wnt/B-Catenin-Signalweges in hMSC

Unterschiedliche Studien zeigen, dass in hMSC alle essentiellen Komponenten fiir ein
aktives Wnt/B-Catenin-Signal vorhanden sind (Boland et al. 2004; Etheridge et al.
2004; Okoye et al. 2008; Sercan et al. 2010). Auffallig ist die groRe Anzahl der expri-
mierten Fzds und Wnts, was auf eine komplexe Regulation der hMSC-Population durch
den Wnt/B-Catenin-Signalweg hindeutet. Bestatigt wird dies durch die Tatsache, dass
in fast allen Differenzierungsprozessen zeitlich spezifische Aktivitatsmuster des Wnt/B-
Catenin-Signalweges eine grofle Rolle spielen (Ma et al. 2012). Dass bei der Adipoge-
nese z.B. auch die Wnt-Korezeptoren eine zentrale Bedeutung haben, zeigten Knock-
down und Uberexpressionsstudien von LRP6 in hMSC (Perdbner et al. 2012).
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Daneben zeigt eine konstante Stimulation der Wnt/B-Catenin-Aktivitat in hMSC durch
Wnt3a zumindest in vitro eine starke Steigerung der Proliferations- und Invasionskapa-
zitat (Boland et al. 2004; Neth et al. 2006). Zudem scheint auch in vivo ein bestimmtes
Whnt-Signalniveau bedeutend fiir den Erhalt von Stamzellnischen zu sein (Kuhnert et al.
2004). So konnten aus vielen Stammzellnischen bestimmte hMSC-Populationen isoliert
werden, die wahrscheinlich nicht nur am Aufbau der Nische beteiligt sind, sondern

auch auf diese regulativ einwirken (Alvarez et al. 2012).
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2 FRAGESTELLUNG UND ZIELSETZUNG

Trotz intensiver Studien zu den einzelnen Komponenten des Wnt-Signalweges ist bis

heute das genaue Zusammenspiel nur fragmentarisch bekannt. Gerade die Rezeption

des Signals wirft zahlreiche Fragen auf und die Wirkung der einzelnen Wnt/Fzd/LRP-

Kombinationen ist nur sehr wenig verstanden. Aufbauend auf den Arbeiten von Dr.

Marisa Karow und Dr. Thomas Kolben (Karow 2008; Kolben 2011), die zeigen konnten,

dass sich hMSC durch eine basale Wnt/B-Catenin-Aktivitdt auszeichnen und zudem

neben den beiden Korezeptoren LRP5 und LRP6 auch zahlreiche Mitglieder der Fzd-

Familie exprimieren, sollten in der hier vorliegenden Arbeit folgende Fragen naher

untersucht werden:

Welche Wnt-Liganden werden in hMSC exprimiert? Welche Wnt-Expressions-
muster zeigen sich vergleichend in den Zelllinien HEK293 und HT1080?

Werden die Inhibitoren des Wnt-Weges sFRP1 und WIF1 in hMSC, HEK293-
bzw. HT1080-Zellen exprimiert?

Welche Fzds wirken kanonisch und sind damit an der Rezeption eines Wnt/j-
Catenin-Signals beteiligt?

Welche Auswirkungen hat eine Uberexpression eines kanonischen Fzds auf die
Stammezelleigenschaften von hMSC?

Zur Untersuchung dieser Fragestellungen wurden folgende Einzelziele formuliert:

1. Mittels einer qualitativen RT-PCR sollte das Expressionsmuster der 19 Wnts,

sowie von sFRP1 und WIF1 in hMSC, HEK293- und HT1080-Zellen naher charak-
terisiert werden.

Um relative Anderungen im Status der Wnt/B-Catenin-Aktivitat evaluieren zu
kdnnen, sollte das TCF/LEF-Reporter-Vektorsystem in hMSC etabliert werden.
In diesem Kontext sollten die Zellkulturbedingungen optimiert und mittels Akti-
vierung und Inhibition des Wnt/B-Catenin-Signalweges die TCF/LEF-Reporter-
Aktivitat in hMSC vergleichend analysiert werden.

Zur ldentifizierung kanonischer Fzds sollten Knockdown- und Uberexpressions-
studien in TCF/LEF-Reporter-hMSC durchgefiihrt werden. Fiir die Uberexpressi-
on sollte hierfiir eine flexible Klonierungsstrategie entworfen werden, die einen
methodisch einfachen Austausch von Protein-tags ermdglichen sollte.

Neben der Charakterisierung der Uberexpression einzelner kanonischer Fzds
mittels quantitativer RT-PCR und Western-Blot sollten zudem die Auswirkungen
der Uberexpression auf die Wnt-Zielgenexpression Cyclin D1 sowie auf das Pro-
liferationsverhalten der hMSC evaluiert werden.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Gerate

Autoklav 3850

Systec GmbH, Wettenberg

Photometer:

Biophotometer

Eppendorf, Hamburg

Mikroplattenphotometer 3408

Mikrotek, Overath

Nanodrop 1000

Peqglab, Erlangen

CO,-Inkubator Galaxy S

RS Biotech, England

Eismaschine

Scotsman, USA

Flachbett-Gelelektrophorese-Apparatur

Peqlab, Erlangen

Gel-Bilderfassungssystem Intas Gel Imager

Intas, Gottingen

Heizblock Thermomixer Compact

Eppendorf, Hamburg

Image Scanner

Pharmacia, Freiburg

Kahlschrank (4 °C)

Siemens, Miinchen

Magnetriihrer Ika-Combimag

RCO Janke & Kunkel, Staufen

Mikroskope:
IX50 mit Olympus, Feldkirchen-Westerham
CCD Kamera Typ 3CCD Sony, Kéln
IX70 mit Olympus, Feldkirchen-Westerham
POC Chamber Pecon, Erbach
SensiCam QE PCO CCD Imaging, Kehlheim

Tempcontrol 32-2

Pecon, Erbach

Mikrowellenofen R-6270

Sharp, Japan

Neubauer-Zahlkammer

Plazotta, Miinchen

Orbitalschittler Certomat R

Braun Biotech International, Melsungen

Taumler

Bachofer, Reutlingen

PCR Thermal Cycler:

LightCycler 1.5

Roche, Mannheim

Mastercycler Gradient

Eppendorf, Hamburg

pH-Meter:

Typ 526 mit pH Elektrode

WTW, Weilheim

Pipetus-akku

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt

Proteintransfereinheiten:

Mini Protean Electrophoresis Cell

BioRad, Miinchen

Mini Trans Blot Electrophoretic Transfer Cell

BioRad, Miinchen

Sicherheitswerkbanke:

BDK 7419, Modell UVF 6.18S

BDK, Sonnenbiihl-Genkingen
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Herasafe Typ HS12

Heraeus Instruments, Gottingen

Spannungsquellen:

Consort E143

Peqglab, Erlangen

Phero Stab. 500

Bachofer, Reutlingen

Stickstofftank Locator 4

Sigma, Taufkirchen

Spectrofluorimeter Safire 2

Tecan, Crailsheim

Tiefkthlgefrierschrank:

Colora UF 85-300S (-80 °C)

Colora, Lorch

Liebherr Premium Frost (-20 °C)

Liebherr, Ochsenhausen

Transilluminator DarkReader

Clare Chemical Research, USA

Vakuum-Zentrifugal-Verdampfer Typ RC 10.9

Jouan, Unterhaching

Vortex Genie 2

Scientific Industries, USA

Waagen:

Analysenwaage, A 120 S

Satorius, Gottingen

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, Miinchen

Heraeus Pico 17

Thermo Fisher Scientific, Braunschweig

Eppendorf 5415 D

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf 5415 R, Kiihlzentrifuge

Eppendorf, Hamburg

Universal 32R

Hettich Zenrifugen, Tuttlingen

3.1.2 Chemikalien und Reagenzien

3.1.2.1 Chemikalien und Materialien fiir mikrobiologische Techniken

Ampicillin Natrium-Salz

Merck, Darmstadt

Bacto Agar

BD Bioscience, USA

Bacto Hefeextrakt

BD Bioscience, USA

Bacto Trypton

BD Bioscience, USA

Calciumchlorid

Merck, Darmstadt

D-Glucose

Sigma-Aldrich, Steinheim

Erlenmeyerkolben 50 und 250 ml

Wagner und Munz, Miinchen

Fernbachkolben 1800 ml

Wagner und Munz, Miinchen

Glycerin

Carl Roth, Karlsruhe

Kanamycinsulfat

Roche, Mannheim
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Kryoréhrchen 1,8 ml Nunc, Langenselbold
Magnesiumchlorid Carl Roth, Karlsruhe
Natriumchlorid Carl Roth, Karlsruhe
Petrischalen, Polystyrol 9 cm @ Greiner Bio-One, Frickenhausen

Bakterienstimme (Genotypen)

TOP10 (Invitrogen, Darmstadt):

F~ mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) $80/acZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu) 7697
galU galK rpsL (StrR) endAl nupG \-

TOP10F’ (Invitrogen, Darmstadt):

F'[lacl® Tn10 (Tet®)] mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) $80/acZAM15 AlacX74 recAl araD139
A(ara-leu)7697 galU galK rpsL endAl nupG

K12 JM109 (NEB):

F* traD36 proA'B" lacl® A(lacZ)M15/ A(lac-proAB) ginV44 eld gyrA96 recAl relAl
endA1 thi hsdR17 Nal®

K12 ER2925 (NEB):

ara-14 leuB6 fhuA31 lacY1l tsx78 ginV44 galK2 galT22 mcrA dcm-6 hisG4 rfbD1
R(zgb210::Tn10)TetS endAl rpsL136 dam13::Tn9 xy/A-5 mtl-1 thi-1 mcrB1 hsdR2 Cam®

XL10-Gold (Stratagene):

Tet A(mcrA)183 A(mcr CB-hsdSMR-mrr)173 endA1l sup E44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac
Hte[F proAB lacl®ZAM15 Tn10(Tet?) Amy Cam"|]

3.1.2.2 Chemikalien und Materialien fiir molekularbiologische Techniken

Die eingesetzten Chemikalien hatten alle den analytischen Reinheitsgrad ,p.a.”. Die
Reaktions- oder KulturgefaRe, sofern nicht steril bezogen, wurden bei 121 °C und 1 x
10° Pa Uberdruck fur 20 Min autoklaviert.

Antarctic Phosphatase New England Biolabs (NEB), Frankfurt
Biozym LE Agarose Biozym, Hessisch Oldendorf
B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Steinheim

Calf intestine Phosphatase (CIP) NEB, Frankfurt

CyQUANT Cell Proliferation Assay Kit Invitrogen, Darmstadt
DNA-Auftragspuffer 6x Fermentas, St.-Leon-Rot

DNA-Leiter Il Ultra low range Peqglab, Erlangen
DNA-Molekulargewichtsmarker Generuler 1 kb Fermentas, St.-Leon-Rot
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dNTPs NEB, Frankfurt

Ethanol Merck, Darmstadt
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich, Steinheim
Gelextraktionskit MinElute Qiagen, Hilden

HiSpeed Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden

HiSpeed Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden

Isopropanol

Merck, Darmstadt

Klenow-Enzym

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

PeqGOLD Plasmid Miniprep Kit |

Peqlab, Erlangen

Phusion Flash High-Fidelity DNA Polymerase

Finnzymes, Finnland

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase

Finnzymes, Finnland

QlAshredder

Qiagen, Hilden

Quantitect-Reverse Transcription-Kit

Qiagen, Hilden

Restriktionsenzyme

NEB, Frankfurt

RNase A

Carl Roth, Karlsruhe

RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden
T4-DNA Ligase Roche, Mannheim
Tag DNA Polymerase Qiagen, Hilden

TOPO-TA-Cloning Kit

Invitrogen, Darmstadt

Vektoren

Klonierungsvektor: pCR2.1-TOPO (Invitrogen, Darmstadt)

Dieser Vektor erlaubt eine vereinfachte Klonierung von PCR-Produkten. Dabei macht

man sich die terminale Nukleosidtransferase-Aktivitat der Tag-Polymerase zu Nutze,

welche bevorzugt Matrizen-unabhangig Adenosin-Molekiile an das 3‘-Ende anhangt.

Der pCR2.1-TOPO liegt hierbei linearisiert vor mit jeweils einem 3‘-Desoxythymidin-

Rest und einer kovalent gebundenen Topoisomerase |, welche die Ligation der durch

die Tag-Polymerase generierten PCR-Produkte katalysiert. Erfolgreich transformierte E.

coli-Klone kénnen Uber die Resistenzgene flir Ampicillin oder Kanamycin mit den ent-

sprechenden Antibiotika selektioniert werden.

24



MATERIAL UND METHODEN

@“& @0&
50 & 50
& & <
&l S & § £ Lo
NN @ ¥ & WS

el ) e - |-

pPCR2.1 TOPO (3930bp)

Abb. 6 Vektorkarte von pCR2.1-TOPO.
MCS: multiple cloning site, LacZao.: B-Galaktosidase Reportergen, f1 Origin: Einzelstrang-Replikationsursprung, Kan®:
Kanamycin-Resistenzgen, AmpR: Ampicillin-Resistenzgen, pUC-Origin: Plasmid-Replikationsursprung.

pN3 (BD-Clontech, USA)

Dieser Uberexpressionsvektor ging aus dem Vektor pEGFP-N3 von der Firma BD Clon-
tech hervor und wurde im Rahmen der Doktorarbeit von Dr. Marisa Karow erstellt.
Dabei wurde durch Restriktionsverdau mit BamHI und Notl die kodierende Sequenz fiir
das enhanced green fluorescent protein (eGFP) ausgeschnitten. Nach einer Auffiillreak-
tion durch das Klenow-Enzym wurde der Vektor religiert. Uber das Antibiotika-
Resistenzgen konnen sowohl E. coli-Klone, welche das Plasmid tragen, mit Hilfe von
Kanamycin als auch stabil transfizierte eukaryotische Zellen mittels Neomycin selektio-
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 MCS: multiple cloning site, SV40 Poly-A: Polyadenylie-
rungssignal des Polyomavirus SV40, f1 Origin: Einzelstrang-Replikationsursprung, SV40 Origin: Polyomavirus SV40
Replikationsursprung, Kan®/Neo®: Kanamycin/Neomycin-Resistenzgen, HSV-TK Poly-A: Polyadenylierungssignal der
Thymidinkinase des Herpes simplex, pUC-Origin: Plasmid-Replikationsursprung.

pN3-Wnt3a

Der Uberexpressionsvektor pN3-Wnt3a entstammt ebenfalls aus der Arbeit von Frau
Dr. Karow. Hierbei wurde die kodierende Sequenz des humanen Wnt3a durch eine PCR
mit cDNA aus humanen Plazenten als Matrize gewonnen. Uber eine TOPO-TA-
Klonierung wurde das Amplikon zur Sequenzierung in den Vektor pCR2.1-TOPO ge-
bracht. Nach Sequenzprifung durch Sequenzierung erfolgte die Umklonierung in den
pN3-Vektor.
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HSV-TK Poly A

pUC Origin

Kan®/Neo®

pN3-Wnt3a CMV Promotor
SV40 Origin 5012 bps
SV40 Promotor MCS
f1 Origin

SV40Poly A MCS

Abb. 8: Vektorkarte des pN3-Wnt3a.

CMV-Promotor: Humaner Cytomegalievirus Promotor MCS: multiple cloning site, SV40 Poly-A: Polyadenylie-
rungssignal des Polyomavirus SV40, f1 Origin: Einzelstrang-Replikationsursprung, SV40 Origin: Polyomavirus SV40
Replikationsursprung, Kan®/Neo®: Kanamycin/Neomycin-Resistenzgen, HSV-TK Poly-A: Polyadenylierungssignal der
Thymidinkinase des Herpes simplex, pUC-Origin: Plasmid-Replikationsursprung.

pN3-Fzd8

Analog zur Klonierung von Wnt3a wurde die kodierende Sequenz von Fzd8 in den
Uberexpressionsvektor pN3 eingebracht. Auch hier erfolgte dies iiber den Zwischen-
schritt einer TOPO-TA-Klonierung (Kolben et al. 2012; Lechner 2011).

pUC Origin
CMV Promotor

HSV-TK Poly A MICS

pN3-Fzd8
Kan®/NeoF 6047 bps

Fzd8
SV40 Origin

SV40 Promotor

f1 Origin

SV40Poly A

Abb. 9: Vektorkarte des pN3-Fzd8.

CMV-Promotor: Humaner Cytomegalievirus Promotor MCS: multiple cloning site, SV40 Poly-A: Polya—
denylierungssignal des Polyomavirus SV40, f1 Origin: Einzelstrang-Replikationsursprung, SV40 Origin: Polyomavirus
SV40 Replikationsursprung, Kan"/Neo": Kanamycin/Neomycin-Resistenzgen, HSV-TK Poly-A: Polyadenylierungssignal
der Thymidinkinase des Herpes simplex, pUC-Origin: Plasmid-Replikationsursprung.

pN3-attB

Das Grundgeriist des pN3-attB stellt wie beschrieben der Vektor pEGFP-N3 dar. Zusatz-
lich wurde im Rahmen der Doktorarbeit von Dr. Jiirgen Holters die attB-Sequenz aus
dem Genom des Bakteriums Streptomyces coelicolor (ber die singuldre Asel-
Schnittstelle des pN3-Vektors in denselben eingebracht (Hoelters 2009). Mittels dieser
291 bp langen Sequenz wird eine gerichtete stabile Transfektion — katalysiert durch die
®dC31-Integrase — in pseudo attP-Sequenzen des eukaryotischen Genoms ermoglicht
(Thyagarajan et al. 2001).

26



MATERIAL UND METHODEN

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: Vektorkarte von pN3-attB.

attB-Sequenz: bakterielle Bindungsstelle, CMV-Promotor: Humaner Cytomegalievirus Promotor, MCS: multiple
cloning site, SV40 Poly-A: Polyadenylierungssignal des Polyomavirus SV40, fl1 Origin: Einzelstrang-
Replikationsursprung, SV40 Origin: Polyomavirus SV40 Replikationsursprung, Kan®/Neo®: Kanamycin/Neomycin-
Resistenzgen, HSV-TK Poly-A: Polyadenylierungssignal der Thymidinkinase des Herpes simplex, pUC-Origin: Plasmid-
Replikationsursprung.

pCMV-Int

Dieses Plasmid wurde von Frau Prof. Dr. Michele Calos (Department of Genetics, Stan-
ford University, USA) bereitgestellt. Es gestattet die konstitutive Expression der ®31-
Integrase unter Kontrolle eines CMV-Promotors, die wiederum die stabile Transfektion
von attB-Sequenz-tragenden Plasmiden vermittelt (Thyagarajan et al. 2001). Eine Se-
lektion mittels Ampicillin hinsichtlich Plasmid-transformierter E. coli-Bakterien ist
durch das auf dem Vektor kodierte Ampicillin-Resistenzgen ermoglicht.

CMV-Promotor

OC31-Integrase

pCMV-Int o
pUC Origin

(6230bp)
loxP-Sequenz

AmpF
5V40 Poly-A

f1 Origin
Abb. 11: Vektorkarte von pCMV-Int.
®C31-Integrase: Integrase des Phagen ®C31, CMV-Promotor: Humaner Cytomegalievirus Promotor, pUC-Origin:

Plasmid-Replikationsursprung, loxP-Sequenz: LoxP-Rekombinationssequenz, AmpR: Ampicillin-Resistenzgen, f1
Origin: Einzelstrang-Replikationsursprung, SV40 Poly-A: Polyadenylierungssignal des Polyomavirus SV40.

pN3-BAR (B-catenin active response) und pN3-fuBAR (found unresponsive BAR)

Als Grundgeriist kam auch hier wieder der pN3-Uberexpressionsvektor zum Einsatz.
Zuerst wurde mit Hindlll und Xbal die kodierende Sequenz der Gaussia-Luciferase mit
einer Lange von 614 bp aus dem Vektor SUPER8TOP geschnitten, um diese mittels
einer Ligase-Reaktion mit einem Uber Hindlll und Xbal get6ffneten pN3-Vektor zu ver-
knipfen. Im zweiten Schritt wurde der CMV-Promotor des pN3-Vektors ausgetauscht.
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Zum einen mit der BAR- und zum anderen fiir einen Kontrollvektor mit der fuBAR-
Sequenz aus dem pGL3-BAR- bzw. pGL3-fuBAR-Vektor, die freundlicherweise von Prof.
Dr. Randal T. Moon (Department of Pharmacology, University of Washington, USA)
bereitgestellt worden waren. Die BAR-Sequenz besteht aus 12 Wiederholungen von
TCF/LEF-Bindestellen mit der Konsensussequenz AGATCAAAGG, welche durch unter-
schiedlich zusammengesetzte Spacersequenzen (4 bp) voneinander getrennt sind
(Biechele und Moon 2008). Damit steht die Gaussia-Luciferase unter direkter Kontrolle
der Transkriptionsfaktoren TCF/LEF und B-Catenin. Uber die Expression der Gaussia-
Luciferase kann somit die Wnt/B-Catenin-Aktivitdt von pN3-BAR-tranfizierten Zellen
quantifiziert werden. Deshalb wird im Weiteren das pN3-BAR-Plasmid als TCF/LEF-
Reportergen-Konstrukt bezeichnet. Im Kontrollvektor pN3-fuBAR liegen diese TCF/LEF-
Sequenzen mutiert vor (AGGCCAAAGG), wodurch ein Binden der Transkriptionsfakto-
ren TCF/LEF und B-Catenin unterbleibt. Beide Vektoren wurden von Frau Claudia Geil3-
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 pN3-BAR und pN3-fuBAR.

BAR-Sequenz: B-catenin active response, fuBAR: found unresponsive BAR, Gaussia-Luciferase: Luciferase aus Gaus-
sia princeps, CMVy,: Minimaler humaner Cytomegalievirus Promotor, SV40 Poly-A: Polyadenylierungssignal des
Polyomavirus SV40, pUC-Origin: Plasmid-Replikationsursprung, SV40 Origin: Polyomavirus SV40 Replikationsur-
sprung, Kan®/Neo": Kanamycin/Neomycin-Resistenzgen, HSV-TK Poly-A: Polyadenylierungssignal der Thymidinkina-
se des Herpes simplex, f1 Origin: Einzelstrang-Replikationsursprung.

Frizzled-Expressionsvektoren

Die in Tab. 2 aufgefihrten Expressionsplasmide dienten zum einen — in unterschiedli-
chen Verdinnungen — als Standards fir die quantitative RT-PCR und zum anderen als
Matrize flr praparative PCRs der Fzds zur Umklonierung in den pN3-
Uberexpressionsvektor. Als Vektorriickgrat kamen in den Konstrukten von Origene
(Rockville, USA) der pCMV6-XL4 (4704 bp), der pCMV6-XL5 (4479) und der pCMV6-XL4
(4480) zum Einsatz. Im Fall des EST-Klons von Fzd7, bezogen von der Firma Imagene
(Nottingham, GroRbritannien), dient der pOTB7 als Vektorriickgrat. Nur der Rezeptor
Fzd8 wurde nicht kommerziell erworben, sondern lag schon kloniert im pN3-
Uberexpressionsvektor vor (Lechner 2011).
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Vektorbezeichnung | Vektorriickgrat |Insert (bp) | Antibiotika-Resistenz | Herkunft
Fzdl |SC117910 pCMV6-XL4 4300 Ampicillin Origene
Fzd2 |SC127603 pCMV6-XL4 2170 Ampicillin Origene
Fzd3 |SC107940 pCMV6-XL5 3900 Ampicillin Origene
Fzd4 |SC115479 pCMV6-XL6 4700 Ampicillin Origene
Fzd5 |SC117952 pCMV6-XL4 2500 Ampicillin Origene
Fzd7 | IRAUp969F0465D pOTB7 3061 Chloramphenicol Imagene
Fzd8 | pN3-Fzd8 pN3 2085 Ampicillin Labor AG Neth
Fzd9 |SC117912 pCMV6-XL4 2000 Ampicillin Origene
Fzd10 | SC115678 pCMV6-XL4 3000 Ampicillin Origene

Tab. 2: Fzd-Vektoren.

Oligonukleotide fiir Klonierungen und PCR

Klonierungen fiir die Ligation in das Vektorrickgrat pN3

Mit Hilfe der in der Tab. 3 aufgefiihrten Oligonukleotide wurden Fzd1l- und Fzd5-
Amplikons zur Klonierung in den pN3-Uberexpressionsvektor, generiert. In beiden
Fallen trugen dafir die Oligonukleotide in der forward-Primer-Sequenz die Schnittstel-
le fiir das Restriktionsenzym Hindlll und in der reverse-Primer-Sequenz fiir das Restrik-
tionsenzym Spel.

Kloniertes Gen Bezeichnun Forward-Primer-Sequenz Produkt
(GenBank-ID) g Reverse-Primer-Sequenz (bp)
Fzdl Cloning_Fzd1_f 5“AAGCTTATGGCTGAGGAGGA-3’ 1956
(NM_003505) Cloning_Fzd1_r 5“ACTAGTTCAGACTGTAGTCTCCCCT-3'

Fzd5 Cloning_Fzd5_f 5“AAGCTTATGGCTCGGCCTGACCCATC-3* 1770
(NM_003468) Cloning_Fzd5_r 5-ACTAGTCTACACGTGCGACAGGGACAC-3

Tab. 3: Oligonukleotide zur Generierung der Fzd1- und Fzd5-Konstrukte im pN3-Riickgrat.
Die Schnittstellen fur die Restriktionsenzyme sind in kursiver Schrift, Start- und Stoppkodon sind fett hervorgeho-
ben.

Oligonukleotide zur Erstellung des pN3-SoiToiGoi (Signal Sequence of interest; Tag of

interest; Gene of interest)

Um eine Klonierung in modularen Schritten zu ermoglichen, wurden mittels der Soi-
ToiGoi-Sequenz 6 Erkennungsstellen fiir selten schneidende Restriktionsenzyme in den
pN3-Uberexpressionsvektor eingebracht. Dies wurde iiber die Schnittstellen fiir Xhol
und EcoRl an den Enden der Oligonukleotide bewerkstelligt (Abb. 13). Die Restriktions-
schnittstellen fir die selten schneidenden Restriktionsenzyme sind dabei getrennt
durch Spacersequenzen, die zusammen mit den Schnittstellen und den klonierten
DNA-Fragmenten in einem Leserahmen liegen. Das Startkodon und das Stoppkodon
sind gelb hinterlegt.
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Abb. 13: SoToiGoi-Fragment zur Generierung einer flexiblen cloning site im pN3-Vektor.

Dargestellt ist die DNA-Sequenz des SoiToiGoi-Fragments, welches durch Hybridisierung zweier Oligonukleotide
generiert wurde. In blau sind die Erkennungsstellen der Restriktionsenzyme eingezeichnet. In griin sind die Amino-
sauren dargestellt. Start- und Stoppkodon sind gelb hinterlegt.

Oligonukleotide fiir Klonierungen im Vektorrickgrat pN3-SoiToiGoi: Signalsequenz

Uber die in Tab. 4 aufgefiihrten Primer wurden mittels einer PCR die Signalsequenzen
von Fzd5 bzw. Wnt3a zur spateren Klonierung in den pN3-SoiToiGoi generiert. Die
forward-Primer tragen hierbei die Schnittstelle fir das Restriktionsenzym Agel und die

reverse-Primer die Schnittstelle fur Pacl.

GenBank-ID ST Forward-Prrlmer-Sequenz Produkt
Reverse-Primer-Sequenz (bp)

Fzd5 Fzd5-Soi-for 5-AGCATGACCGGTGCTCGGCCTGACCCATCCGC-3¢ 101

(NM_003468) Fzd5-Soi-rev 5-CCAGAGTTAATTAAGGCGGCCGCCCGGCCCACCA-3*

Wnt3a Wnt3a-Soi-for 5-AGCATGACCGGTATGGCCCCACTCGGATACTT-3' 101

(NM_033131) Wnt3a-Soi-rev | 5-CCAGAGTTAATTAACGACCACCAGATCGGGTAGC-3*

Tab. 4: Oligonukleotide zur Generierung des pN3-Fzd5-Soi und des pN3-Wnt3a-Soi.
Das Startkodon ist fett hervorgehoben und die Erkennungssquenzen fiir die Restriktionsenzyme sind kursiv darge-
stellt.

Oligonukleotide fur Klonierungen im Vektorriickgrat pN3-Fzd5-Soi und pN3-Wnt3a-Soi

Mittels der flexiblen Klonierungsstrategie wurden Fzd1, 3, 5, 6 und 7 sowie Wnt3 und
Whnt3a in die pN3-Uberexpressionsplasmide mit den entsprechenden Signalsequenzen
eingebracht. In Tab. 5 sind die daflir notwendigen Primer aufgelistet, die forward-
Primer-Sequenzen zeichnen sich hierbei durch eine Erkennungsstelle fir das Restrikti-
onsenzym Pmel und die reverse-Primer-Sequenzen durch eine Erkennungsstelle fir das

Restriktionsenzym Acll aus.

GenBank-ID Bere e Forward-Pr:lmer-Sequenz Prod.
Reverse-Primer-Sequenz (bp)

Fzdl Fzd1-Goi-for 5-CCGGAAGTTTAAACGTCCGGGCCCAGGCGGCGGG-3’ 1763

(NM_003505) | Fzd1-Goi-rev 5-TCATTAAACGTTTCAGACTGTAGTCTCCCCTTGTTTGCTG-3*

Fzd3 Fzd3-Goi-for 5-CCGGAAGTTTAAACCACAGTTTGTTTTCTTGTGAAC-3/ 1961

(NM_017412) | Fzd3-Goi-rev 5-TCATTAAACGTTTTAAGCACTGGTTCCATCTTC-3¢

Fzd5 Fzd5-Goi-for 5-CCGGAAGTTTAAACGCGTCCAAGGCCCCGGTGTG-3* 1703

(NM_003468) | Fzd5-Goi-rev 5-TCATTAAACGTTCACGTGCGACAGGGACACCTGCTTG-3¢
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Fzd5 Fzd5-Goi-rev , ,
(NM_003468) | mit Stopp intern 5-TCATTAAACGTTCTACACGTGCGACAGGGACACCTGC-3 1706
Fzd6 Fzd6-Goi-for 5'-CCGGAAGTTTAAACCACAGTCTCTTCACCTGTGA-3* 2093
(NM_003506) | Fzd6-Goi-rev 5-TCATTAAACGTTTCAAGTATCTGAATGACAACC-3*

Fzd7 Fzd7-Goi-for 5-CCGGAAGTTTAAACCAGCCGTACCACGGAGAGAA-3' 1655
(NM_003507) | Fzd7-Goi-rev 5-TCATTAAACGTTTCATACCGCAGTCTCCCCC-3*

Wnt3 Wnt3-Goi-for 5-CCGGAAGTTTAAACGGCTACCCAATTTGGTGGTC-3* 1048
(NM_030753) | Wnt3-Goi-rev2 5-TCATTAAACGTTCCCAGCGCCCTGGTGCCCTA-3*

Wnt3a Whnt3a-Goi-for 5-CCGGAAGTTTAAACCTGGCTGTTGGGCCACAGTA-3' 1007
(NM_033131) | Wnt3a-Goi-rev 5-TCATTAAACGTTCTTGCAGGTGTGCACGTCGTA-3*

Tab. 5: Oligonukleotide, mit deren Hilfe die Fzd- bzw. Wnt-Sequenzen zur Klonierung generiert wurden.
Kursiv sind die Erkennungsstellen der Restriktionsenzyme markiert, das Stoppkodon ist fett hervorgehoben.

Oligonukleotide fiir die Klonierung der HA-tags

Alle in Abb. 14 dargestellten HA-tags gingen aus der Hybridisierung zweier komple-
mentirer Oligonukleotide hervor. Mit Hilfe der Uberhinge an den hybridisierten
Fragmenten wurden dieselben in die jeweiligen Uberexpressionskonstrukte einge-
bracht. Die Sequenz des HA-tags in den Oligonukleotiden entspricht auf Proteinebene
folgender Aminosaure-Sequenz: YPYDVPDYA.

A

1 ggcaaccggt atatccgtac gatgtaccag actatgcggg atccg
ttggcca tataggcatg ctacatggtc tgatacgccc taggcccg
g p vypy dvp dy a g s

B
BamHI
1 ggccgctgca tatccgtacg atgtaccaga ctatgccatg gatcc
cgacgt ataggcatgc tacatggtct gatacggtac ctaggccgg
a a a Yy P Y d v p d v a m d
C pvul Swal

1 cggagcgc ctacccctac gacgtgcccg actacgccag cggcgattt
tagcctcgcg gatggggatg ctgcacgggc tgatgcggtc gccgctaaa
r s a 'y P Y d v p d y a s g d

Abb. 14: Sequenzen der N-terminalen HA-tags.

In blau sind die Erkennungsstellen der Restriktionsenzyme eingezeichnet. In griin sind die Aminosauren dargestellt.
Die Sequenz des HA-tags ist hervorgehoben.

A) HA-tag, der in den pN3-Fzd1 iiber die 5-Uberhinge fiir die Schnittstelle Eco0109I kloniert wurde.

B) HA-tag, welcher in den pN3-Fzd5 iber die 5-Uberhinge fiir die Schnittstelle Notl kloniert wurde.

C) Dieser HA-tag wurde Uber den 3‘-Uberhang fiir die Schnittstelle Pvul sowie dem stumpfen Ende einer Swal-
Schnittstelle in die pN3-SoiToiGoi-Konstrukte eingebracht.
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Oligonukleotide fur die guantitative und semiguantitative RT-PCR

Die in Tab. 6 aufgefiihrten Oligonukleotide und die zugehorigen Sonden wurden tber

die Software probe finder ermittelt, welche lber die Internetprasenz von Roche abruf-

bar ist (http://gpcr.probefinder.com/organism.jsp). Sie sind Teil des TagMan-Systems
von Roche, auf welches im Abschnitt Gber die quantitative RT-PCR (siehe 3.2.2.16)
naher eingegangen wird.

Forward-Primer-Sequenz

Bindungsregion

Amplikon

GenBank-ID Reverse-Primer-Sequenz der Primer (bp) Sonde
. auf der mRNA P

Fzd1 5‘-CAGAACACGTCCGACAAGG-3* 1101-1119 79 38

(NM_0035015) 5-GTGCTGAGGGTTGCTGGT-3' 1155-1172

Fzd2 5’-CCATCCTATCTCAGCTACAAGTTTCT-3" 754-779 360 1

(NM_001466) 5’-GCAGCCCTCCTTCTTGGTG-3’ 1095-1113

Fzd3 5’-GGCAGCCTCCACAGATCA-3’ 2237-2254 86 55

(NM_017412) 5'-GACATGCTGCCATGAGGTAG-3’ 2303-2322

Fzd4 5°-ACACCGCTCATCCAGTACG-3’ 553-571 73 19

(NM_012193) 5°-TGCACATTGGCACATAAACA-3’ 606-625

Fzd5 5’-CCTGGAGGTGCACCAGTT-3’ 602-619 86 99

(NM_003468) 5 -TGGGCGTGTACATAGAGCAT-3’ 668-687

Fzd6 5’-GAAGCAAAAAGACATGCACAGA-3’ 1760-1781 78 23

(NM_003506) 5°-TTCGACTTTCACTGATTGGATCT-3’ 1815-1837

Fzd7 5’-AAGCGGTTTGGATGAAAAGA-3’ 1976-1995 68 4

(NM_003507) 5’-GATTCACATCGCCGTTATCA-3’ 2024-2043

Fzd8 5’-CGGTCATCAAGCAACAGGA-3* 1540-1558 87 78

(NM_031866) 5-TGTAGAGCACGGTGAACAGG-3’ 1607-1626

Fzd9 5’-GGTCCTGACGCTCACCTG-3’ 1225-1242 92 71

(NM_003508) 5’-AGGCAGCCATGTGGAAATAG-3’ 1297-1316

Fzd10 5 -TTGGTTTTCCAGCGAAGG-3’ 2400-2417 62 55

(NM_007197) 5'-CCACAAATTAGTTACACAAGAGGCTA-3’ 2436-2461

Whntl 5’-CGAGTGCAAGTGGCAGTTC-3' 471-489 105 1

(NM_005430) 5°-AACGCCGTTTCTCGACAG-3* 558-575

Wnt2 5°-CGAGGTCAACTCTTCATGGTG-3' 363-383 7 95

(NM_003391) 5’-GGCACATTATCGCACATCAC-3* 415-434

Wnt2b 5 -TGTAGAGAGTAATCCATAGGGACCAT-3' 1239-1264 63 20

(NM_024494) 5'-AACTCCTTCCCAGGGCTAAG-3* 1282-1301

Wnt3 5’-GGCTGTGACTCGCATCATAA-3’ 436-455 87 1

(NMO030753) 5°-CACTAACACGCCGAAGTCAG-3/ 503-522

Whnt3a 5'-GGCTTTGGAATGCTCCAG-3* 2035-2052 73 73

(NM_033131) 5’-CAGGTGGGTGGTCAAACC-3* 2090-2107

Wnt4 5°-AGCCCTCATGAACCTCCAC-3* 653-671 64 4

(NM_030761) 5’-CACCCGCATGTGTGTCAG-3' 699-716

Wnt5a 5-CCCGATTTAGCAGTGTCAGC-3* 4817-4836 7 1

(NM_003392) 5-TTCTTGTATTGGGAAGATCTTGAA-3* 4865-4888

Wnt5b 5’-ATGGACGGGTGACAGAGG-3’ 110-127 112 37

(NM_030775) 5’-AGCAGAGCAGCCGTGAAC-3* 204-221
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Wnt6 5-GGTGCTGCGTAGTACAGTGC-3* 1259-1278 95 70
(NM_006522) 5"-TGCGCGAAGTCAGTCTAGC-3* 1335-1353

Wnt7a 5-CATGAACTTGCACAACAACGA-3' 842-862 72 25
(NM_004625) 5-TGGCACTTACATTCCAGCTTC-3' 893-913

Wnt7b 5-CGCCTCATGAACCTGCATA-3¢ 629-647 61 4
(NM_058238) 5"-GCTGCATCCGGTCCTCTA-3* 672-689

Wnt8a 5"-GGAGCTGCAGCATACAGACA-3* 565-584 84 71
(NM_058244) 5-CCTGGTCATACTTGGCCTTT-3' 629-648

Wnt8b 5"-TGTGATGACTCCCGCAAC-3* 454-471 132 37
(NM_003393) 5"-CCGTGCATCCTGTCCTGT-3' 568-585

Wnt9a 5"-CTGAAGCTGGAGCGGAAG-3' 195-212 115 2
(NM_003395) 5"-CAAAGCGGAACTGGAACTG-3' 291-309

Wnt9b 5 -GTAAGTGCCATGGCGTATCA-3' 666-685 96 33
(NM_003396) 5"-AGCGCAGTTTCAGCACCT-3' 744-761

Wnt10a 5-GGGTGCTCCTGTTCTTCCTA-3* 542-561 80 71
(NM_025216) 5-GAGGCGGAGGTCCAGAAT-3' 604-621

Wnt10b 5"-GGCAAGCTGGTGAGCTGT-3* 761-778 102 11
(NM_003394) 5-ACTCTTGCCTCGGGACAGT-3' 844-862

Wntl1l 5"-TGTGCTATGGCATCAAGTGG-3' 185-204 108 78
(NM_004626) 5"-GCACCTGTGCAGACACCA-3* 275-292

Wntl6 5-ACACCACGGGCAAAGAAA-3' 823-840 39 11
(NM_057168) 5"-TGACATCAACTTGGCGACAG-3* 892-911

sFRP1 5-GCTAGAACAAGGTCTCCTGATCC-3* 1565-1587 114 33
(NM_003012) 5"-AAGGAAAGCCACACAGCTACA-3' 1658-1678

WIF1 5"-TGCCTCACAAGGCATCAGT-3" 525-543 108 37
(NM_007191) 5 -TGTTGCCTTCAGAATTCATAACA-3’ 610-632

GAPDH 5-AGCCACATCGCTCAGACAC-3' 83-101 66 60
(NM_002046) 5-GCCCAATACGACCAAATCC-31 130-148

Tab. 6: Oligonukleotide und die zugehoérigen Sonden, die iiber die Software probe finder ermittelt wurden.

Oligonukleotide fur die Sequenzierung

Fiir die von der Firma MWG-Biotech durchgefiihrten Sequenzierungen wurden die in
Tab. 7 aufgefiihrten Oligonukleotide verwendet. Hierbei wurden die CMV-for- und
M13-rev-Primer von MWG-Biotech gestellt. Alle anderen Primer wurden mit der zu
sequenzierenden DNA zusammen an die Firma MWG-Biotech gesendet.

CMV-for 5’-CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG-3*
Fzd6 intern-for 5-AGTGATGAGCTAGAGTTTGC-3'
M13-rev 5’-CAGGAAACAGCTATGAC-3'
pCR2.1-Fzd5 Seq 5-ATTCTGAAGGAGTCACAC-3’
pCR2.1-Fzd1 Seq 5“AGAAGCGCAGCTCCTC-3*
pN3-Seq-rev2 5°-CAAGTTAACAACAACAATTGC-3'
pN3-Goi-Seqg-for 5°-TCGGTCTGCCAGCGGC-3*

Tab. 7: Zur DNA-Sequenzierung verwendete Oligonukleotide.

33




MATERIAL UND METHODEN

3.1.2.3 Chemikalien und Materialien fiir zellbiologische Techniken

DMEM mit 2 mM L-Glutamin, 4,5 g/| Glukose

PAA, Osterreich

DMSO

Carl Roth, Karlsruhe

Ethanol Merck, Darmstadt

Einfrierbox Nalgene, USA

FCS (fetal calf serum) PAA, Osterreich und
Sigma-Aldrich, Steinheim

Geniticin PAA, Osterreich

Isopropanol Merck, Darmstadt

LiCl Sigma-Aldrich, Steinheim

Lipofectamine 2000

Invitrogen, Darmstadt

MEM alpha mit L-Glutamin, ohne Nukleoside

PAA, Osterreich

Nutridoma

Roche, Mannheim

Phosphate Buffered Saline (PBS)

PAA, Osterreich

Penicillin/Streptomycin

PAA, Osterreich

Poly-D-Lysin

Upstate, USA

Polystyrol-Reaktionsgefalle (5 und 14 ml)

BD Falcon, USA

siRNA-Puffer Qiagen, Hilden
Trypsin-EDTA, 10 x Lésung PAA, Osterreich
ZellkulturgefaRe (T25, T75) Corning, USA
Zellkulturplatten (6, 12, 24, 96well) Corning, USA

siRNA-Sequenzen

In nachfolgender Tab. 8 sind die einzelnen siRNA-Oligonukleotide sowie deren Ziel-

Sequenzen in den entsprechenden Genen dargestellt. Im Fall von Fzd8 wurden 2 un-

terschiedliche siRNA-Oligonukleotide eingesetzt, um die Effizienz der RNA-Interferenz

zu maximieren. Alle siRNAs wurden von der Firma Qiagen (Hilden) bezogen.

Zielgen (GenBank ID)

Ziel-Sequenz
Sense-Sequenz
Antisense-Sequenz

Position der Zielse-
quenz auf der mRNA

negativ-control (nc)

5'-r(UUCUCCGAACGUGUCACGU)d(TT)-3"
5'-r(ACGUGACACGUUCGGAGAA)d(TT)-3"

5"-AATGAGAGCACTGATGATAAA-3 3275-3293
APC (NM_000038) 5 -r(UGAGAGCACUGAUGAUAAA)J(TT)-3
5-r(UUUAUCAUCAGUGCUCUCA)d(TT)-3"
5"-AATGGTTGCCTTGCTCAACAA-3 1111-1131
R-Catenin (NM_001904) 5'-r(UGGUUGCCUUGCUCAACAA)d(TT)-3
5 -r(UUGUUGAGCAAGGCAACCA)J(TT)-3’
784-800

Fzd1 (NM_003505)

5'-(AAGCACGGACATCGCGTACAA)-3’
5'-r(GCACGGACAUCGCGUACAA)d(TT)-3’
5"-r(UUGUACGCGAUGUCCGUGC)d(TT)-3’
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5 -(AACGGTCTACATGATCAAATA)-3’ 1800-1819
Fzd2 (NM_001466) 5'-r(CGGUCUACAUGAUCAAAUA)d(TT)-3’
5'-r(UAUUUGAUCAUGUAGACCG)d(TT)-3’

5'-(AATGCCAAGATTTGCCTTATA)-3 635-653
Fzd3 (NM_017412) 5'-r(UGCCAAGAUUUGCCUUAUA)d(TT)-3’
5'-r(UAUAAGGCAAAUCUUGGCA)d(TT)-3’

5-(AACCATTGTCATCTTGATTAT)-3 1387-1407
Fzd4 (NM_012193) 5'-r(CCAUUGUCAUCUUGAUUAU)J(TT)-3’
5'-r(AUAAUCAAGAUGACAAUGG)d(TT)-3

5 -(AATCCTCTGCATGGATTACAA)-3 844-862
Fzd5 (NM_003468) 5'-r(UCCUCUGCAUGGAUUACAA)A(TT)-3’
5'-r(UUGUAAUCCAUGCAGAGGA)d(TT)-3’

5’-(AACAAGAAACTTTGACAGAAA)-3° 2065-2082
Fzd6 (NM_003506) 5'-r(CAAGAAACUUUGACAGAAA)d(TT)-3’
5'-r(UUUCUGUCAAAGUUUCUUG)d(TT)-3’

5'-r(AAGGAAATGTAAGAGGTTTTG)-3 2856-2876
Fzd7 (NM_003507) 5'-r(GGAAAUGUAAGAGGUUUUG)d(TT)-3
5'-r(CAAAACCUCUUACAUUUCC)A(TT)-3’

5'- AACTCTGTGCATGGACTACAA-3’ 440-460
Fzd8 #1 (NM_031866) 5'-r(CUCUGUGCAUGGACUACAA)(TT)-3’
5'-r(UUGUAGUCCAUGCACAGAG)TT)-3’

5-AAGTACTTCATGTGCCTAGTA-3 1770-1789
Fzd8 #2 (NM_031866) 5-r(GUACUUCAUGUGCCUAGUA)d(TT)-3’
5'-r(UACUAGGCACAUGAAGUAC)TT)-3’

Tab. 8: Zusammenstellung der verwendeten siRNAs.

Sdugetierzellen

HEK293 (Invitrogen, Darmstadt)

Die HEK293-Zelllinie ging 1973 aus der gerichteten Transformation von humanen emb-
ryonalen Nierenzellen mit DNA-Fragmenten des Adenovirus 5 hervor (Graham et al.
1977). Die immortalisierte Zelllinie ist im Karyotyp hypotriploid, besitzt Epithelzellcha-
rakter und wachst adharent.

hMSC-P (Prockop)

Die verwendeten hMSC wurden von der Arbeitsgruppe von Prof. Darwin Prockop (Tu-
lane University, New Orleans, USA) aus dem oberen Beckenkamm eines mannlichen 27
Jahre alten Spenders isoliert. Nach Dichtegradientenzentrifugation erfolgte die Anrei-
cherung der hMSC-Subpopulation durch selektive Adhdsion an Plastik (Sekiya et al.,
2002). Im selben Labor wurde auch die Differenzierungskapazitat der hMSC in die os-
teogene, chondrogene und adipogene Richtung experimentell bestatigt. Das Expressi-
onsprofil nach einer durchflusszytometrischen Analyse zeigte, dass die Zellen positiv
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flr CD29, CD44, CD49c, CD49f, CD59, CD90, CD105, CD147 und CD166 waren. Dagegen
konnte keine Expression von CD34, CD36, CD45 und CD117 detektiert werden.

HT1080

Die Tumor-Zelllinie HT1080 entstammt der Biopsie eines wenig differenzierten Fibro-

sarkoms, das bei einem 35jahrigen weiller Hautfarbe diagnostiziert wurde. Vollstandig

charakterisiert wurde die adharent wachsende Zelllinie erstmals 1974 (Rasheed et al.

1974).

3.1.2.4 Chemikalien und Materialien fiir proteinchemische Techniken

Acrylamid: Bisacrylamid (37,1:1)

Carl Roth, Karlsruhe

APS Carl Roth, Karlsruhe
BC-Assay Interchim, Frankreich
Bromphenolblau Serva, Heidelberg
BSA Carl Roth, Karlsruhe
DTT Carl Roth, Karlsruhe

ECL Plus Western Blotting Detektionsreagenz

GE Healthcare, USA

Gaussia Luciferase Assay Kit

NEB, Frankfurt

Gaussia-Juice

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

Carl Roth, Karlsruhe

Natriumhydroxid

Merck, Darmstadt

Nitrocellulosemembran Protran

Whatman, Dassel

Precision Plus Protein Standard Kaleidoscope

Biorad, Miinchen

Protease Inhibitor Cocktail Set |

Calbiochem, USA

SDS 10 % Lésung

Carl Roth, Karlsruhe

TEMED Carl Roth, Karlsruhe
Tris-Base Sigma-Aldrich, Steinheim
Tris-HCI Carl Roth, Karlsruhe
Triton X-100 Sigma-Aldrich, Steinheim
Tween-20 Sigma-Aldrich, Steinheim

Western-Lightning ECL

PerkinElmer, Rodgau

Whatman Filterpapier Nr. 1

Whatman/Vetter, Ammerbuch
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Humanes Dkk-1

R&D Systems, USA

Humanes Wnt3a

R&D Systems, USA

Murines R-Spondin 1

R&D Systems, USA

Murines Wnt3a

R&D Systems, USA

Antikoérper

rabbit anti-Fzd5

Millipore, USA

rat anti-HA High Affinity, monoklonal

Roche, Mannheim

Konjugate

donkey anti-rabbit HRP-linked

GE Healthcare, USA

goat anti-rat HRP-linked

SCBT, USA

rat anti-HA-Peroxidase High Affinity, monoklonal

Roche, Mannheim

3.1.3 Bioinformatische Hilfsmittel

Chromas Lite V 2.01

Technelysium Pty Ltd, Australien

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

LightCycler3 Software Data Analysis V 3.5.28

Roche, Mannheim

Microwin2000 V 4.07

Mikrotek, Overath

Nanodrop 1000V 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 der E. coli Bakterien erfolgte in DYT-Medium (16 g/I Trypton, 10 g/| Hefe-
extrakt, 5 g/l NaCl), welches durch Autoklavieren fir 20 Min sterilisiert wurde. Falls

hitzelabile Zusatze notig waren, wurden diese sterilfiltriert (PorengrofRe 0,22 um) und

dem abgekiihlten DYT-Medium unter der Sterilbank hinzugegeben. Fiir Anzuchtplatten

mit festem Medium wurde das DYT-Medium vor dem Autoklavieren mit 15 g/l Agar

versetzt.
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Um resistente E. coli-Stamme oder Klone zu selektionieren, wurden zu den Anzucht-
Medien bzw. -Platten Ampicillin oder Kanamycin gegeben. Fiir Ampicillin wurde hierbei
eine Endkonzentration von 200 pg/ml und fiir Kanamycin 50 pg/ml gewahlt. Die Stocks
wurden als 200 mg/ml- bzw. 50 mg/ml-Losungen fir Ampicillin in 70 %igem Ethanol
und fir Kanamycin in Aqua dest. generiert.

3.2.1.2 Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen

Die Permeabilitat der Zellmembran von E. coli-Laborstammen kann durch Behandlung
mit einer Calcium-Chlorid-Losung dahingehend gesteigert werden, dass Bakterien
nackte DNA aus wassriger Losung in groeren Mengen aufnehmen kdnnen. Diese Ei-
genschaft wird auch Kompetenz bzw. in diesem Fall auch chemische Kompetenz be-
zeichnet. Hierzu wurde der Laborstamm K12 ER2925 (NEB, Frankfurt) verwendet. Da-
bei wurden die Zellen in einer Vorkultur (100 ml DYT-Medium) tber Nacht bei 37 °C
und 200 upm geschittelt. Am folgenden Tag wurden 400 ml DYT-Medium in einem
Fernbach-Kolben mit 4 ml der Ubernachtkultur angeimpft und fiir 2 Std wieder im
Schittler bei 37 °C inkubiert. Sobald die Kultur eine ODggg von 0,6-0,7 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 MgCl,) vollstandig resuspendiert und 5
Min auf Eis belassen. Darauf folgte wieder ein Zentrifugationsschritt bei 4 °C und 2600
x g fir 10 Min, um anschlieRend das Sediment in 17,5 ml eiskalter Lésung 2 (100 mM
CaCly) ausgiebig zu resuspendieren. Die Bakterien wurden nun fir 30 Min auf Eis inku-
biert, bevor sie bei 2600 x g und 4 °C fiir 10 Min zentrifugiert wurden. Im letzten Schritt
wurde das Sediment in Losung 3 (100 mM CaCl,, 15 % Glycerin) resuspendiert und als
50 pl Aliquots bei -80 °C weggefroren.

3.2.1.3 Transformation chemisch kompetenter E. coli-Zellen

Zur Transformation wurden 50 pl Aliquots der bei -80 °C gelagerten chemisch kompe-
tenten Zellen auf Eis flir 2 Min aufgetaut und mit 2 pl des jeweiligen Ligationsansatzes
resuspendiert. Durch leichtes Antippen wurden die Zellen gemischt und fir 30 Min auf
Eis inkubiert. Im Wasserbad erfolgte anschlieRend der Hitzeschock fiir 45 Sek bei 42 °C.
Damit die Antibiotika-Resistenz sich ausbilden konnte, wurden die Zellen daraufhin mit
200 pl SOC-Medium (5 g/l Bacto-Hefeextrakt, 20 g/l Trypton, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCl,
10 mM MgCl,, 20 mM MgSQO,4, 20 mM D(+)-Glukose) versetzt und fiir 45 Min bei 200
upm und 37 °C geschiittelt. In dieser Zeit wurden die Anzuchtplatten, welche das fiir
die Selektion notwendige Antibiotikum enthielten, bei 37 °C vorgewarmt. Der Trans-
formationsansatz konnte dann auf die Platten ausgestrichen werden und es folgte eine
Inkubation der Platten Giber 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 DYT-Medium fiir eine Ubernachtkultur angeimpft. Am folgenden Tag wurde
unter sterilen Bedingungen zur Ubernachtkultur 530 pl Glycerin zugegeben und ver-
mischt. Die Bakteriensuspension wurde auf Kryorohrchen verteilt und bei -80 °C weg-
gefroren.

3.2.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.2.1 Plasmidisolierung und Aufreinigung aus E. coli

Alle verwendeten Kits fir die Plasmidisolierung, der PeqGOLD Plasmid Miniprep Kit |
von Peglab sowie die HiSpeed Midi und Maxi Kits von Qiagen beruhen auf dem Prinzip
der alkalischen Lyse (Birnboim und Doly, 1979). Fiir den Miniprep Kit wurden 3-5 ml E.
coli-Ubernachtkultur eingesetzt, im Fall des Midi Kits 50 ml (high-copy Plasmide) bzw.
150 ml (low-copy Plasmide) sowie fiir den Maxi Kit 150 ml (high-copy Plasmide) bzw.
250 ml (low-copy Plasmide) E. coli-Ubernachtkultur. 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) TE-Elutionspuffer. Falls nach der Elution die Konzentration der Plasmide zu
gering war, wurde zusatzlich eine Isopropanolfallung durchgefiihrt.

3.2.2.2 Isopropanolfallung von Nukleinsauren

Um Nukleinsduren zu konzentrieren, wurde zuvor eine Alkoholfdllung durchgefiihrt.
Dazu wurde das Eluat mit 0,1 Volumen einer 3 M Natriumacetat-Losung und einem
Volumen Isopropanol versetzt und tGber Nacht bei -20 °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 dest. aufgenommen.

3.2.2.3 Restriktion von DNA-Fragmenten

Die Restriktion wurde mit spezifischen Endonukleasen des Typs Il durchgefiihrt. Dabei
wurden entweder im prdaparativen MaRstab zur Subklonierung die entsprechenden
DNA-Fragmente geschnitten und die Vektoren gedffnet, oder die Restriktion diente der
Analyse von aus Ligationsreaktionen hervorgegangenen Plasmiden. Zur Ermittlung der
bendtigten Mengen an Restriktionsenzym (Formel 1) wurden folgende Parameter
herangezogen: 1 U stellt dabei die Menge an Restriktionsenzym dar, bei welcher 1 pg
genomischer DNA des Phage A (48.000 bp) in einer Stunde verdaut wird.
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Anzahl bp im Phage 1 Anzahl Schnittstellen im Vektor bzw. Insert
Menge an RE [U]

= Anzahl bp im Vektor bzw. Insert Anzahl Schnittstellen im Phage A

Formel 1: Berechnung der Enzymmenge in Units fiir einen Restriktionsverdau.
RE = Restriktionsenzym, U = Unit, bp = Basenpaar

Bei analytischen Restriktionen wurden bis zu 1 pg DNA fiir 1 Std und bei praparativen
Restriktionsverdau-Ansatzen bis zu 12 pug DNA fiir bis zu 12 Std verdaut. Die aus der
Restriktion erhaltenen DNA-Fragmente wurden anschlieBend mittels einer Agarose-
gelelektrophorese aufgetrennt und im Fall von Subklonierungen aus dem Agarosegel
eluiert.

3.2.2.4 Hybridisierung von Oligonukleotiden

Die komplementdren in Aqua dest. gelosten Oligonukleotide wurden hierfiir in glei-
chen molaren Verhaltnissen gemischt und fiir 5 Min im Heizblock auf 90 °C aufgeheizt
und dann in einem Styroporstander auf Raumtemperatur langsam heruntergekinhlt.

3.2.2.5 Ligation von DNA-Fragmenten

Fiir die Generierung rekombinanter DNA-Konstrukte wurden die aus der Restriktion,
Hybridisierung oder PCR erhaltenen DNA-Fragmente Uber eine Ligationsreaktion mit-
einander verknipft. Im Fall von Gberhangenden Enden der beteiligten DNA-Fragmente
wurde das Insert mit der Zielvektor-DNA im molaren Verhaltnis von 3:1, wenn stumpfe
Enden an den DNA-Fragmenten vorlagen, im Verhaltnis von 5:1 eingesetzt. Eine Ge-
samtmenge an DNA von 300 ng pro Ligationsansatz wurde hierbei nicht iberschritten.
Die Ligation der DNA-Fragmente wurde mittels 1 U T4-DNA-Ligase (Roche, Mannheim)
fiir 1 Std bei 16 °C oder Gber Nacht bei 4 °C durchgefihrt.

3.2.2.6 TOPO-TA-Klonierung

Die Tag-Polymerase besitzt eine Matrizen-unabhangige terminale Transferase-
Aktivitat, welche zu einem Anhadngen eines dNTP — bevorzugt eines dATPs — an 3'-
Enden von PCR-Produkten fiihrt. Diese Eigenschaft macht man sich im TOPO-TA-
Cloning Kit von Invitrogen (Darmstadt) zu nutze. Uber die an ein dTTP kovalent gebun-
dene Topoisomerase | des linearisierten Vektors pCR2.1-TOPO wird eine effiziente
Verknipfung mit dem PCR-Produkt katalysiert. Da subklonierte PCR-Produkte mit der
Phusion Polymerase (Finnzymes, Finnland) generiert wurden und diese Polymerase
keine terminale Transferase-Aktivitdt besitzt, mussten mit der Tag-Polymerase (Qia-
gen, Hilden) dATPs in einem 50 ul Reaktionsansatz angehdngt werden (Tab. 9). Die
Reaktion wurde bei 72 °C fiir 30 Min ausgefiihrt.
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Komponenten Endkonzentration
PCR-Produkt 2pug

10x PCR-Puffer 5 ul (1x)

5x Q-Solution 10 pl (1x)

dATPs (10 mM) 1 pl (200 uM)
Tag-Polymerase (5 U/ul) | 0,5 ul (2,5 U)
Aqua dest. Auf 50 pl

Tab. 9: Reaktionsansatz zur Ausbildung eines 3‘-A-Uberhangs an PCR-Produkten mit glatten Enden.

Flr die TOPO-TA-Klonierung wurden 2 pl des frischen PCR-Ansatzes mit 1 ul der mitge-
lieferten Salz-Losung (TOPO-TA-Cloning Kit) sowie 1 ul des Vektors mit 2 pl Aqua dest.
auf 6 ul aufgefillt. Dieser Ansatz wurde fiir 10 Min bei RT inkubiert und konnte dann
fir die Transformation eingesetzt werden.

3.2.2.7 Klenow-Enzym-vermittelte Auffiillreaktion

Das Klenow-Enzym besteht aus der groRen Untereinheit der DNA Polymerase | aus E.
coli und ist durch eine 5‘*3‘ Polymerase-Aktivitdit sowie einer 3‘*5‘ Exonuklease-
Aktivitat charakterisiert. Diese Eigenschaften kdnnen zum einen genutzt werden, um
3‘-Uberhinge in 5‘=3‘-Richtung aufzufiillen oder um 5-Uberhdnge zu trimmen. Pro pug
DNA wurde 1 U Klenow-Enzym in einem Ansatz mit dNTPs in einer Endkonzentration
von 33 uM in 1x NEBuffer 2 fiir 15 Min bei Raumtemperatur inkubiert. Durch Zugabe
von EDTA in der Endkonzentration von 1 mM und einer Inkubation fiir 20 Min bei 72 °C
wurde das Klenow-Enzym inaktiviert.

3.2.2.8 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Mit der PCR lassen sich DNA-Abschnitte nahezu exponentiell amplifizieren. Dies lasst
sich u.a. flir einen praparativen PCR-Ansatz nutzen, um ein spezifisches DNA-Fragment
in Konzentrationen zu gewinnen, mit denen eine Subklonierung moglich ist. Die Ampli-
fikation der DNA-Abschnitte wird durch eine zyklische Abfolge von Strangtrennung der
DNA, Anlagerung von komplementaren Oligonukleotiden und Verlangerung in 5‘=3'-
Richtung mit Hilfe einer thermostabilen DNA-Polymerase erreicht. In Tab. 10 sind die
in der hier vorliegenden Arbeit verwendeten Polymerasen mit den benétigten Kompo-
nenten fir die jeweiligen PCR-Ansatze aufgelistet. Bei der praparativen PCR kamen die
Polymerasen Phusion High Fidelity und die Phusion Flash von Finnzymes (Finnland)
zum Einsatz, da diese Polymerasen eine besonders niedrige Fehlerrate (4,4 x 107)
aufweisen. Fir die qualitativen PCRs sowie analytischen Kolonie-PCRs wurde die Tag-
Polymerase von Qiagen (Hilden) herangezogen. Dabei wurde im Fall der Kolonie-PCR
pro E. coli-Klon eine Zahnstocherspitze Bakterien in den PCR-Ansatz getaucht.
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Komponenten Taqg-Polymerase | Phusion High Fidelity | Phusion Flash
PCR-Puffer 1x Puffer 1x GC-Puffer -

forward Primer | 0,5 uM 1uM 1uM

reverse Primer 0,5 uM 1uM 1uM

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

Additive 1x Q-Solution 3% DMSO V/V 1x Reaktionsmix
PolymeraseinU | 0,75 0,04-0,08 (enthalt Polymerase,
dNTPs 80 uM 200 pM Additive und dNTPS)
Gesamtvolumen | 15 pl 20 ul oder 50 pl 50 ul

Tab. 10: PCR-Ansdtze fiir verschiedene Polymerasen.

Der Mastercycler Gradient (Eppendorf, Hamburg) wurde fiir die PCR mit folgenden
Programmen fiir die unterschiedlichen Polymerasen programmiert (Tab. 11).

S Taqg-Polymerase Phusion High Fidelity Phusion Flash

Temp. | Zeit Zykl. | Temp. | Zeit Zykl. | Temp. | Zeit Zykl.
Initiale Denaturierung | 94 °C | 4 Min 1 98 °C 1 Min 1 99 °C 10Sek |1
Denaturierung 94°C | 30Sek | 35 99°C | 30Sek | 34 99°C | 1Sek 32
Anlagerung 58°C | 30Sek | 35 65°C | 30Sek | 34 72°C | 5Sek 32
Elongation 72°C 1 I':/IL'”/ 35 | 72°C iize'(/ 38 | 72°C ﬁ‘(zek/ 32
Finale Elongation 72°C | 10Min | 1 72°C | 10Min |1 72°C | 1Sek 1

Tab. 11: PCR-Programme fiir verschiedene Polymerasen.

Die erhaltenen PCR-Produkte wurden entweder nach gelelektrophoretischer Auftren-
nung oder direkt Gber den Gelextraktionskit MinElute (Quiagen, Hilden) aufgereinigt.

3.2.2.9 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Die Wahrscheinlichkeit einer Religation linearisierter Vektoren kann durch eine De-
phosphorylierung der 5-Enden verringert werden. Diese enzymatische Reaktion wird
von alkalinen Phosphatasen katalysiert. Im Rahmen der Arbeit wurden die Calf intesti-
ne Phosphatase (CIP) sowie die Antarctic Phosphatase von NEB verwendet. Im Fall der
CIP wurden pro pug DNA 0,5 U Enzym eingesetzt und der Ansatz wurde mit 1x NEBuffer
3 fur 1 Std bei 37 °C inkubiert. Zur Entfernung der CIP wurde eine Isopropanolfallung
durchgefiihrt.

Bei der Antarctic Phosphatase kamen 5 U Enzym pro pug DNA zum Einsatz. Inkubiert
wurde der Reaktionsansatz mit dem mitgelieferten Puffer fir 15 Min bei 37 °C. Eine
Isopropanolfallung war daraufhin nicht mehr nétig, da die Reaktion durch Hitzeinakti-
vierung des Enzyms bei 65 °C fiir 5 Min gestoppt wurde.
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3.2.2.10 Auftrennung von DNA mittels Agarosegelelektrophorese

DNA-Fragment-Gemische trennen sich innerhalb eines Agarosegels unter Einfluss ioni-
scher Pufferlésungen bei Anlegen eines elektrischen Spannungsfeldes der GrofRe nach
auf. Dieses Verhalten macht man sich zu Nutze, um ein DNA-Fragment spezifisch zu
isolieren, oder die Sequenzidentitdt einer DNA-Spezies zu Uberprifen. Abhdngig von
der GroRe der DNA-Fragmente wurden Gele mit Agaroseanteilen von 0,6-3 % gene-
riert. So wurden beispielsweise Konzentrationen von 3 % bei Fragmentlangen unter
300 bp und Konzentrationen von 0,6 % Agarose bei Langen Uber 8000 bp gewahlt.
Dazu wurde die entsprechende Menge Agarose in TAE-Puffer (40 mM Tris-Base, 20
mM Essigsaure, 2 mM EDTA, pH 8,3) durch Erhitzen in der Mikrowelle fiir etwa 3 Min
gelost. Nach Abkihlen der Agarose-Losung auf etwa 60 °C wurde Ethidiumbromid in
der Endkonzentration von 0,05 % zugegeben. Nach Erstarren des Agarosegels wurden
die Proben mit 6x Gel-Ladepuffer versehen und aufgetragen. Abhangig von der Kon-
zentration der Agarose wurden bei hohen Konzentrationen 60 V und bei niedrigen
Konzentrationen 120 V Spannung angelegt. Mit Hilfe eines UV-Transilluminators (302
nm) konnte die DNA aufgrund der Interkalierung von Ethidiumbromid sichtbar ge-
macht werden.

3.2.2.11 Extraktion von DNA aus dem Agarosegel

Fiir DNA-haltige Gelstlicke, welche mit Hilfe eines Skalpells aus den Agarosegelen aus-
geschnitten wurden, wurde zur Isolation der DNA der Gelextraktionskit MinElute von
Qiagen verwendet. Daflir wurde die ausgeschnittene Gelbande mit einem 3fachen
Volumen Guanidiniumsalz-Puffer versetzt und bei 50 °C fir 10 Min im Wasserbad un-
ter kurzen Vortex-Schritten gelost. Durch die chaotrope Wirkung des Guanidiniumthio-
cyanats konnte dann eine Silicamembran mit der DNA beladen werden. Die Salze wur-
den daraufhin in mehreren Waschschritten mit Hilfe ethanolhaltiger Puffer ausgewa-
schen. Mit Aqua dest. wurde die DNA eluiert. Auch zur Aufreinigung von PCR-
Produkten wurde der Gelextraktionskit MinElute verwendet, hierfiir wurde aber der
Heizschritt zu Beginn der Extraktion unterlassen.

3.2.2.12 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierungen wurde von der Firma MWG-Biotech vorgenommen und
beruhen auf dem Prinzip der Didesoxy-Methode nach Sanger (Sanger et al. 1977). Zur
Probenvorbereitung wurde die zu sequenzierende DNA auf eine Konzentration von
100 ng/ul gebracht und — falls Primer mitgesendet wurden — diese auf eine Endkon-
zentration von 2 uM eingestellt. Die Auswertung der Elektropherogramme wurde mit
Hilfe des Programms Chromas Lite durchgefiihrt und die Identitdt der Sequenzen durch
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Alignments im Clone Manager Programm oder Uber die Datenbank NCBI BLAST Uber-
prift.

3.2.2.13 RNA-Isolierung 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 Kavitdaten nach dem Waschen mit
PBS in 350 pl RLT-Lysepuffer aufgenommen. Zur Beseitigung von Zelltrimmern und
Reduktion der Viskositdat wurde das Lysat auf eine QlAshredder-Saule geladen und fir
2 Min bei maximaler Geschwindigkeit (16.400 x g) in einer Tischzentrifuge zentrifu-
giert. Das Filtrat wurde dann mit dem gleichen Volumen (350 pl) 70 %igem Ethanol
versetzt und nach Mischen durch Auf- und Abpipettieren in eine RNeasy-Mini Saule
Uberfihrt. Es folgte ein Zentrifugationsschritt fiir 15 Sek bei max. Geschwindigkeit. Die
an die Saule gebundene RNA wurde nach Zugabe von 700 pl RW1-Puffer durch Zentri-
fugation (15 Sek bei max. Geschwindigkeit) gewaschen. Daraufhin folgten 2 Wasch-
schritte mit jeweils 500 ul RPE-Puffer unter gleichen Zentrifugationsbedingungen. Zur
Trocknung wurden die RNeasy-Mini Saulen fiir 2 Min bei max. Geschwindigkeit zentri-
fugiert. Zuletzt wurde die RNA mit 30 pl RNAse-freiem 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 DNA- und RNA-
Losungen wurde im Nanodrop-Photometer die Lichtabsorption bei 260 nm und 280
nm ermittelt. Dazu wurden 1,5 ul der zu vermessenden Nukleotid-Losung am Nano-
drop 1000 unverdiinnt gemessen. Die Konzentration der Nukleotide wird vom Photo-
meter dabei automatisch berechnet: bei doppelstrangiger DNA entspricht dabei eine
OD60nm VON 1 einer Konzentration von 50 pg/ml und bei einzelstrangiger RNA von 44
ug/ml. Der Koeffizient OD260nm/OD2gonm gibt die Reinheit an. Es wurde immer nur DNA
mit einem ODgonm/OD2sonm-Verhaltnis zwischen 1,6-2,0 sowie RNA mit einer Ratio
Uber 1,9 verwendet.

3.2.2.15 cDNA-Synthese

Die einzelstrangige cDNA fiir die qualitative und quantitative PCR wurde mit Hilfe des
QuantiTect Reverse Transcription-Kit (Qiagen, Hilden) generiert. Die Reverse Transkrip-
tase besitzt zwei dafiir notwendige enzymatische Aktivitdaten. Im ersten Schritt wird die
einzelstrangige RNA durch die RNA-abhdngige DNA-Polymerase-Aktivitdt zu einem
doppelstrangigen RNA-DNA-Hybrid ergédnzt, wahrend im zweiten Schritt mittels der
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RNAse H-Aktivitat die RNA abgebaut wird, wobei die einzelstrangige cDNA verbleibt.
Die eingesetzte Menge fir das Umschreiben der Total-RNA betrug entweder 250 ng
oder 1000 ng in einem Gesamtvolumen von 12 pl Aqua dest. Zuerst erfolgte ein Ver-
dau der Reste an genomischer DNA in der Total-RNA fiir 2 Min bei 42 °C durch Zugabe
von 2 pl gDNA Wipeout Buffer. Nach Uberfiihren der Proben auf Eis konnten nun die
restlichen Komponenten zur reversen Transkription in Form eines Mastermixes wie
folgt hinzupipettiert werden (Tab. 12).

Komponenten Volumen pro Reaktion | Endkonzentration

QuantiTect Reverse Transkriptase | 1 ul

QuantiTect RT Puffer 5 x 4 ul 1x
RT-Primer-Mix 1l 700 nM
Total-RNA nach gDNA-Elimination | 14 pl 250 ng oder 1000 ng

Tab. 12: cDNA-Synthese-Ansatz.

Der eingesetzte RT-Primer-Mix besteht aus Oligo-dT- sowie randomisierten Hexamer-
Oligonukleotiden, was ein Umschreiben sowohl der 3‘- als auch 5‘-Regionen der mRNA
erlaubt. Nach der reversen Transkription der RNA im Ansatz bei 42 °C fur 30 Min wurde
die Reverse Transkriptase bei 95 °C flir 3 Min inaktiviert.

3.2.2.16 Quantitative RT-PCR (qQRT-PCR)

Zur Quantifizierung der mRNA-Transkriptmengen mittels des LightCycler-Systems der
Firma Roche wurden mit dem SYBR Green I-System und dem TagMan-Prinzip zwei
unterschiedliche Methoden verwendet. Bei beiden Verfahren erfolgte eine relative
Quantifizierung mit externen Standards. Hierbei wurde zur Berechnung der mRNA-
Kopienzahlen mittels einer Standardkurve die in der LightCycler Software implemen-
tierte Second derivative Maximum Methode verwendet (Rasmussen 2001).

Da die Versuche immer als biologische Triplikate angelegt waren, wurden die Trans-
kriptmengen in jeweils 3 Proben und 3 Kontrollen zur Evaluierung einer Versuchsbe-
dingung quantifiziert. Neben der Bestimmung der spezifischen Transkriptmenge des
untersuchten Gens wurde auch die mRNA-Menge des housekeeping Gens GAPDH
quantifiziert. Die Expression wurde daraufhin auf die GAPDH-Kopienzahl normalisiert
oder relativ zur Expression des untersuchten Gens in der Kontrolle gesetzt.

SYBR Green I-System

Diese Quantifizierungsmethode beruht auf dem Farbstoff SYBR Green |. Sobald dieser
in die kleine Furche doppelstrangiger DNA interkaliert, wird bei gleicher Intensitat der
Absorption (Amax = 494 nm) die emittierte Fluoreszenz (Amax = 521 nm) um ein Vielfa-
ches verstarkt. Die Intensitat der Fluoreszenz wiederum ist direkt proportional zur
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Anzahl der vorhandenen Doppelstrange. Im LightCycler-System macht man sich diese
Eigenschaft des Farbstoffs bei der Neusynthese von DNA-Dopplestrangen durch eine
Tag-Polymerase innerhalb der exponentiellen Phase der PCR zu Nutze, indem man
aufgrund der Spezifitat der Primer liber die Verdopplung der Intensitat der Fluoreszenz
nach jedem Zyklus direkt auf die Menge des vorhandenen mRNA-Transkripts riick-
schlieRen kann.

Voraussetzung fir die exakte Quantifizierung ist eine Standard-Verdinnungsreihe mit
bekannter Kopienanzahl des mRNA-Transkripts. Die spezifischen Primersets sowie die
zugehorigen Standards wurden als Kits von der Firma Search-LC (www.search-Ic.de)
bezogen. Die weiteren Zusatze waren Teil des FastStart SYBR Green Master Kit | (Ro-
che, Mannheim) und beinhalteten eine Hot Start Tag-Polymerase sowie dNTPs und
MgCl, in einem PCR-Puffer-Mix. Flr einen Ansatz wurden jeweils 1 pl des Primersets,
des FastStart SYBR Green Mix sowie der cDNA bzw. des Standards oder der Wasser-
kontrolle mit 7 pl Aqua dest. in einer LC-Kapillare auf das Gesamtvolumen von 10 pl
zusammengefihrt. Das Programm fir die gRT-PCR wurde anhand der Vorgaben von
Search-LC durchgefiihrt (Tab. 13). Zur Uberpriifung der Spezifitit der PCR-Reaktion
wurde anschlieRend eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. Hierbei wurden die
Ansatze auf 58 °C temperiert und mit 0,1 °C/Sek auf 95 °C geheizt.

Schritte Temp. Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung | 95 °C 10 Min 1
Denaturierung 95 °C 10 Sek 35
Anlagerung 68 °C = 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 Sek) | 6 Min 10 Sek | 1

Tab. 13: gRT-PCR-Programm mit Schmelzkurvenanalyse fiir das SYBR Green I-System.

TagMan-Prinzip

Bei diesem Verfahren wurde die Universal Probe Library (UPL) von der Firma Roche
verwendet. Dabei wird das Phianomen des fluorescence resonance energy transfer
(FRET) genutzt. Zwei Fluorochrome liegen auf einem kurzen Oligonukleotid, der soge-
nannten Sonde, in direkter rdumlicher Ndhe. Ein Fluorochrom lbernimmt dabei die
Funktion des Reporters und das andere die des Quencher. Wird der Reporter mit sei-
ner spezifischen Wellenldnge angeregt, kommt es durch den FRET zu einer Ubertra-
gung der Energie auf den Quencher, wobei die Fluoreszenzemission unterdriickt wird.
Bindet nun eine Sonde zwischen den Primern, wird bei der PCR durch die 5'>3'-
Exonuklease-Aktivitat der Polymerase die Sonde abgebaut. Dabei werden beide Fluo-
rochrome freigesetzt, wodurch die Fluoreszenz des Reporters, welche in der Gesamt-
heit proportional zur Anzahl der neu gebildeten DNA-Strange ist, gemessen werden
kann. Fur die Auswahl der Transkript-spezifischen Sonden und Primer wurde die auf
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der Internetprdasenz von Roche angebotene Software probe finder genutzt. Dabei wur-
den Sonde und Primer anhand der von Roche empfohlenen qRT-PCR-Bedingungen
ausgewahlt.

Fir die Standards wurden die in Tab. 2 (S. 13) aufgefiihrten oder die in dieser Arbeit
generierten Plasmide verwendet. Daflir wurde zuerst mit Hilfe der Formel 2 die Masse
von 10 Milliarden Plasmid-Kopien in Nanogramm ermittelt, um Stocklésungen fir die
Standards zu erstellen. Ausgehend von der Stocklésung wurden in 10er Schritten die
Verdiinnungen bis zu den gewiinschten Kopienzahlen erstellt.

Anzahl bp Plasmid - MG eines bp - 10'° Kopien
N,

= Masse von 10 Milliarden Plasmidkopien [ng]

Formel 2: Berechnung der Plasmid-Stocklésungen fiir die Standards.
bp = Basenpaar, MG = Molekulargewicht, N, = Avogadro-Konstante (~ 6,022 x 1023)

Unter Verwendung der Komponenten des LightCycler TagMan Master Kit (Roche,
Mannheim) wurden die Proben, Standards und die Wasserkontrolle wie in Tab. 14
beschrieben in die jeweiligen Reaktionsansatze pipettiert. Dabei waren eine Hot Start
Tag-Polymerase sowie dNTPs und MgCl, in einem PCR-Puffer-Mix enthalten.

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

Sonde 0,1 ul 100 nM

Forward Primer 0,2 ul 2 uM

Reverse Primer 0,2 ul 2 uM

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

Gesamtvolumen 10 pul

Tab. 14: Ansatz fiir die qRT-PCR nach dem TagMan-Prinzip.

Das Programm der qRT-PCR wurde nach den Vorgaben von Roche fiir das UPL-System
entworfen und umfasst folgende Schritte:

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

Finale Verlangerung 40°C | 30Sek |1

Tab. 15: qRT-PCR-Programm fiir das TagMan-Prinzip.
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3.2.3 Zellbiologische Methoden

3.2.3.1 Einfrieren und Auftauen von eukaryotischen Zellen

Die Kryokonservierung der hMSC und HEK293 erfolgte unter gleichem Prozedere, al-
lerdings mit unterschiedlichen Einfriermedien und abweichenden Zellzahlen.

Medium [%] | FBS [%] | DMSO [%] | Zellzahlen
hMSC | aMem (65) | 30 5 0,3-1,2 x 10°
HEK293 | DMEM (70) | 20 10 2x10°

Die Zellen wurden hierfiir bei 500 x g und 5 Min sedimentiert, mit dem entsprechen-
den Einfriermedium resuspendiert und in 1 ml Aliquots in die Kryorohrchen verteilt. In
einer Einfrierbox (Nalgene, USA), die ein gleichmaRiges Abkihlen der Zellen von 1 °C
pro Minute im -80 °C Tiefkihler erlaubt, wurden die Kryoréhrchen fiir 12-16 Std
herabgekihlt, um dann in den Stickstofftank Gberflihrt zu werden.

Zum Auftauen wurden die Zellen bis zum Verbleib eines kleinen Eisklumpens fast voll-
standig im Wasserbad bei 37 °C erwarmt und im Fall der hMSC mit warmem Kulturme-
dium (10 ml) gemischt und sedimentiert (500 x g, 5 Min). Die Zellen wurden anschlie-
Rend mit Kulturmedium (10 ml pro T75) resuspendiert und in Kulturflaschen tberfihrt.
Fir die HEK293-Zellen wurden ebenfalls die Zellen wie oben beschrieben im Wasser-
bad aufgetaut, jedoch dann in eine T25 gegeben, die mit 5 ml vorgewdarmtem Kultur-
medium befullt war. Nach einer halben Stunde im Brutschrank wurden alle nicht adha-
renten Zellen vorsichtig abgesaugt und die Zellen mit frischem Kulturmedium vorsich-
tig Uberschichtet.

3.2.3.2 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Die Kultivierung der Zellen wurde bei 37 °C, 5 % CO, und 90 % Luftfeuchtigkeit im CO,-
Inkubator Galaxy S durchgefihrt. Im Fall der hMSC wurde alle 3 bis 4 Tage das entspre-
chende Kulturmedium (aMem, 16,5 % FBS, 100 U/ml Penicillin, 100 pug/ml Streptomy-
cin) gewechselt. War in der Zellkultur-Kavitat eine Konfluenz von 90-95 % erreicht —
was abhadngig von der Passage nach 1-4 Wochen der Fall war — wurden die Zellen zur
weiteren Kultivierung gesplittet oder fiir nachfolgende Experimente in die entspre-
chenden Zellkulturkavitaten ausgesat bzw. geerntet. Im Fall der HEK293-Zellen muss-
ten die Zellen alle 3-4 Tage gesplittet und in DMEM-Kulturmedium (DMEM, 10 % FBS,
100 U/ml Penicillin sowie 100 pg/ml Streptomycin) kultiviert werden.
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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/EDTA-L6sung (PBS, 0,5 mg/ml Trypsin, 0,22 mg/ml EDTA) abge-
|6st werden. Dazu wurden die Zellen in den Kultur-Kavitaten mit PBS griindlich gewa-
schen, um vorhandene Mediumreste, welche das Trypsin inhibieren, zu beseitigen.
Nach Zugabe der Trypsin/EDTA-L6sung und Inkubation bei 37 °C fir 5-10 Min wurde
die Reaktion durch Zugabe von vorgewarmtem Kulturmedium abgestoppt. Die hMSC
wurden zentrifugiert (500 x g, 5 Min) und in neue Zellkultur-Kavitdten transferiert. Die
HEK293-Zellen wurden nach dem Abstoppen des Trypsins direkt in einer 1:10 Verdiin-
nung mit frischem Kulturmedium in eine neue Kavitat tberfihrt.

3.2.3.4 Bestimmung der Zellzahl

Hierzu wurde auf eine Neubauer-Zahlkammer zurilickgegriffen, in der die Zellen mikro-
skopisch ausgezahlt wurden. Mit Hilfe nachstehender Formel konnte auf die Gesamt-

zellzahl riickgeschlossen werden.

Anzahl Zellen n
= _fellenaller Quadrate o 444w Verdiinnungsfaktor

ml Zellsuspension  Anzahl Quadrate

3.2.3.5 Transfektion von Plasmiden und siRNA

Fir die Transfektion der hMSC sowie HEK293 wurde Lipofectamine 2000 (Invitrogen,
Darmstadt) 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 kénnen
dadurch mit der Zellmembran verschmelzen, wobei die DNA bzw. RNA in das Cytosol
entlassen wird.

Am Tag vor der Transfektion wurden die Zellen mit einer Konfluenz von 35 % in die
entsprechenden Zellkultur-Kavitdten ausgesat. Die eingesetzten Mengen an Lipofec-
tamine sowie DNA bzw. RNA richteten sich nach der verwendeten Zellkultur-Kavitat
aber auch nach den eingesetzten Zellen. Die genauen Mengen sind in der Tab. 16 ver-
merkt. Zuerst wurden die DNA bzw. RNA und das Lipofectamine 2000 in getrennten
Verdiinnungen in serumfreien DMEM aufgenommen und nach gutem Mischen fir 5
Min inkubiert. Daraufhin wurden beide Verdiinnungen vereinigt, nochmals kraftig
gemischt und fir 20 Min inkubiert, um dann als Transfektionsmix tropfenweise in die
Zellkultur-Kavitaten pipettiert zu werden. Innerhalb der 20minditigen Inkubation wurde
das Kulturmedium der frisch ausgesaten Zellen nochmals gewechselt, abzliglich des
Volumens an zugesetztem Transfektionsmix. Nach 6stiindiger Inkubation mit dem
Transfektionsmix wurde das Kulturmedium erneuert.
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Zellen DNA Lipofectamine 2000 Zellkultur-Kavitat

(x-fache Menge an DNA [pg]) | (Verdiinnungen)
HEK293 0,4 pg/cm’® | 1,5 6-well (250 pl)
hMSC-Prockop | 0,2 ug/cm2 1,5 10 cm Kulturschale (1,5 ml)
hMSC-Prockop | 0,2 ug/em® | 1,5 6-well (250 pl)
hMSC-Prockop | 0,2 ug/cm2 1,5 12-well (125 pl)
hMSC-Prockop | 0,2 pg/cm’ | 1,5 24-well (50 pl)
o[ T an) | e
hMSC-Prockop | 40 nM 2 6-well (250 pl)
hMSC-Prockop | 40 nM 2 12-well (125 pl)

Tab. 16: Transfektionsbedingungen fiir h(MSC und HEK293.

3.2.3.6 Proliferationsassay

Zur Bestimmung der Proliferation eukaryotischer Zellen wurde der CyQuant-Assay
Proliferation Kit von Invitrogen (Darmstadt) verwendet. Diese Methode macht sich die
Eigenschaft des fluoreszierenden Farbstoffs CyQuant zu Nutze, welcher unspezifisch in
Doppelstrang-DNA interkaliert, wobei Uber die Intensitdt der Fluoreszenz die DNA-
Menge quantifiziert werden kann. Zur Bestimmung der Zellzahl in den Proben muss
vergleichend die Fluoreszenz einer Verdiinnungsreihe mit definierter Zellzahl zur Er-
stellung einer Standardkurve vermessen werden. Die Zellen missen hierzu zuerst ly-
siert werden, um die DNA dem Farbstoff zuganglich zu machen. Dazu wurden die Zel-
len nach 5 oder 7 Tagen mit PBS gewaschen und direkt in den Zellkultur-Kavitaten im
Tiefkhlschrank bei -80 °C eingefroren. Fir die Standardkurve wurde eine definierte
Menge Zellen als Sediment in einem Reaktionsgefal} eingefroren. Die Lyse der Zellen
wurde mit 400 pl des mitgelieferten Lysepuffers fiir 30 Min bei Raumtemperatur
durchgefihrt. Durch Zugabe von RNase A (0,5 pug/ml in Lysepuffer) wurde der Abbau
der RNA erreicht. Danach wurde das Lysat aus den Zellkultur-Kavitaten in Reaktionsge-
faRke Uberfuhrt und gut gevortext, bevor 100 ul in die Vertiefungen einer durchsichti-
gen 96-well Kavitdten-Platte pipettiert wurden. Fir die Standardkurve wurden folgen-
de Zellzahlen als Verdinnungen in 100 ul Gesamtvolumen pipettiert: 1.000, 5.000,
10.000, 20.000, 30.000 und 40.000. Zu den 100 pl der Proben und der Standards sowie
einer Negativ-Kontrolle wurde nun der Farbstoff als 1:200 Verdiinnung im Lysepuffer
zugegeben. Durch Anregung des Farbstoffs CyQuant bei einer Wellenlange von 480 nm
konnte die Fluoreszenz bei 520 nm quantifiziert werden.

3.2.3.7 Apoptose-Assay

Zur Identifizierung apoptotischer und nekrotischer Prozesse wurde das Annexin-V-
FLUOS staining kit (Roche, Mannheim) eingesetzt. Es erlaubt Gber die Verwendung
zweier Farbstoffe die Unterscheidung zwischen apoptotischen und nekrotischen Zel-
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len. In friihen Apoptose-Stadien kommt es zu einer Anderung der Zusammensetzung
der Membranlipide in der Plasmamembran. Hierbei gelangt vermehrt Phosphatidylse-
rin (PS) von der Innenseite der Membran an die AulRenseite. Annexin V ist ein Kalzium-
abhangiges Phospholipid-bindendes Protein mit hoher Affinitat zu PS und bei Bindung
an apoptotische Zellen leuchten diese unter dem Fluoreszenzmikroskop griinlich, auf-
grund der Konjugation des Annexin-V mit 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 kann. Fir den Assay wurden die Zellen
an Tag 7 mit PBS gewaschen. Daraufhin wurden die einzelnen Kavitaten mit 600 ul der
zuvor frisch erstellten Annexin-FLUOS Farbe-Losung bedeckt. Nach einer Inkubation fir
15 Min erfolgte die Auswertung am Fluoreszenzmikroskop durch Anregung der Farb-
stoffe mittels Licht der Wellenldange 450-500 nm. Apoptotische Zellen zeigten hierbei
eine grinliche Fluoreszenz, wahrend nekrotische Zellen sich zuséatzlich durch eine rotli-
che Farbung des Kerns auszeichneten.

3.2.4 Proteinbiochemische Methoden

3.2.4.1 Proteinextraktion aus eukaryotischen Zellen

HEK293: Fiir die Extraktion der Frizzled-Rezeptoren nach Uberexpression wurden die
Zellen 2 Tage nach Transfektion in einer Kavitadt eines 6-wells mit PBS vorsichtig gewa-
schen und dann mit 300 pl Lysepuffer (10 mM Tris, pH 7,4, 150 mM NacCl, 25 mM KCl,
0,1 % Triton X-100, Proteinase Inhibitor 1:500) versetzt. Die Zellen wurden abgeschabt
und das Lysat in ein Eppendorfgefa zusammen mit den Zelltrimmern pipettiert und
gut gevortext. Nun erfolgte eine Zentrifugation bei 4 °C fir 15 Min bei 17.000 x g. Der
Uberstand wurde abgenommen und mit Limmli-Puffer versetzt, der in 1-facher Kon-
zentration aus folgenden Komponenten bestand: 2 % (w/v) SDS, 50 mM Tris HCl pH
6,8, 0,2 mg/ml Bromphenolblau, 0,1 M DTT und 10 % (V/V) Glycerin.

hMSC: Die Frizzled-Rezeptoren wurden nach der Uberexpression in den hMSC an Tag 3
isoliert. Hierbei wurde eine komplette Zellkulturschale (& 10 cm) auf Eis mit PBS
griindlich gewaschen, danach wurden tropfenweise 100 ul des Lyse-Puffers (50 mM
Tris pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 % NP-40, 1 % Triton X100, 0,1 % SDS, 5 mM lodacetamid)
zugegeben und fur 5 Min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden abgeschabt und das Lysat
in ein Reaktionsgefal® Gberfihrt und unter mehrmaligem intensiven Vortexen noch-
mals fiir 30 Min auf Eis belassen. Um die Zelltriimmer zu beseitigen, erfolgte noch ein
Zentrifugationsschritt fir 5 Min bei 16.000 x g. Der Uberstand wurde mit Limmli-
Puffer versetzt. Alle Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.
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3.2.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Fir die Quantifizierung von Proteinmengen in Lysaten oder Zellkultur-Uberstanden
wurde auf das colorimetrische Biuret-Prinzip zurlickgegriffen. Dabei kam der BC Assay
(Interchim, Frankreich) zum Einsatz. Hierbei bildet sich ein blauer Cu2+—CheIatkompIex,
bei dem das Kupfer als Zentralion zwischen der Peptidbindung und Bicinchoninsaure
(BCA) quadratisch planar zum liegen kommt. Durch die Intensitat der Blaufarbung bei
560 nm lasst sich auf die Anzahl der Chelatkomplexe und damit auf die Menge der
beteiligten Peptidbindungen riickschlieRen. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration
in den Proben wurde ein Standard aus BSA-Verdinnungen mit bekannten Konzentrati-
onen vermessen. Nach einer Inkubation fiir 30 Min bei 37 °C wurden die Messungen
mit 100 pl verdiinnter Probe bzw. Standard sowie 100 ul BCA/Cu®*-Lésung (24:1) in
den Vertiefungen einer transparenten 96-well Kavitaten-Platte durchgefiihrt.

3.2.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Das Prinzip der SDS-PAGE beruht auf der diskontinuierlichen Gelelektrophorese nach
Ornstein, welche zu einer hohen Bandenscharfe bei der Auftrennung der Proteine
fihrt (Ornstein 1964). Die Diskontinuitdat der pH-Werte zwischen Sammelgel und
Trenngel ist dabei das Hauptmerkmal dieser Methode. Im Sammelgel werden die Pro-
teine durch die lonen im Puffer zu einer scharfen Bande fokussiert, um an der pH-
Grenze am Trenngel der GroRRe und Ladung nach aufgetrennt zu werden. Im Fall der
SDS-PAGE nach Lammli handelt es sich um ein Tris/Glycin-Puffersystem, bei dem durch
die Anlagerung des Detergenz SDS an die Proteine, ein anionisches konstantes La-
dungs/Masse-Verhaltnis der Proteine generiert wird (Laemmli 1970). Dadurch wird
eine Auftrennung anhand der Masse im Trenngel ermoglicht. Die Gele wurden nach
Angaben und mit Hilfe der Apparaturen der Firma Biorad selbst gegossen, wobei das
Sammelgel mit pH 6,8 eine 5 %ige und die Trenngele mit pH 8,8 eine 8-10 %ige Polyac-
rylamidkonzentration aufwiesen. Zuerst wurden die Proben im Sammelgel bei 80 V fir
15 Min im SDS-haltigen Laufpuffer (25 mM Tris-Base, pH 8,3, 192 mM Glycin, 0,1 %
SDS) konzentriert, um dann bei 120 V fir 60-90 Min elektrophoretisch aufgetrennt zu
werden. Neben den Proben, welche vor dem Auftragen fiir 7 Min bei 94 °C gekocht
wurden, wurde immer ein farbiger Molekulargewichtsmarker mit appliziert, damit die
Molekulargewichte der Proteinbanden bestimmt werden konnten.

3.2.4.4 Western Blot-Transfer der Proteine

Nach dem eine ausreichende Auftrennung der Proteine erreicht war, erfolgte deren
Ubertragung auf eine Nitrozellulose-Membran. Dies wurde mit der Methode des Tank-
blotting durchgefiihrt. Hierbei wurde das Transfersystem in einer festen Reihenfolge
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(Schwamm, Filterpapier, Gel, Nitrocellulosemembran, Filterpapier, Schwamm) in ei-
nem vertikalen Puffertank zwischen Kathode und Anode, welche integriert in den Sei-
tenwanden vorliegen, fixiert. Zuvor wurden alle Komponenten des Transfersystems in
Transferpuffer (25 mM Tris-Base, pH 8,3, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS, 20 % Methanol)
getrankt. Das Methanol dient hier zur Aktivierung der Proteinbindestellen der Nitrozel-
lulose-Membran. Bei einer Stromstarke von 70 mA wurde der Transfer fir 90 Min
durchgeflhrt.

3.2.4.5 Immunodetektion von Proteinen

Die Detektion der Zielproteine erfolgte unter Verwendung kommerziell erhaltlicher
Antikorper, die in folgender Tab. 17 nach Herstellerangaben verdiinnt wurden. Falls
notwendig, wurden die Primarantikorper wiederum mit HRP-konjugierten Sekundaran-
tikdrpern detektiert.

Antikorper | Verdiinnung | HRP-Konjugat | Verdiinnung

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

anti-HA 1:2.000 anti rat 1:10.000
anti-HA-HRP 1:500-1:2.000

Tab. 17: Zusammenstellung der verwendeten Antikérper.

Alle Verdiinnungen der Erstantikérper wurden in TBS-T (20 mM Tris/HCI, pH 7,5, 500
mM NacCl, 0,05 % Tween 20, 0,2 % Triton X-100) erstellt. Zur Blockierung ungesattigter
Proteinbindestellen auf der Nitrozellulose-Membran wurde Magermilchpulver 5 %ig
(w/v) in TBS-T gel6st. Zum Teil wurden auch die Zweitantikérper sowie der anti-HA-
HRP in dieser Blockierldsung zur Minimierung des Hintergrundsignals verdinnt. Im
ersten Schritt wurde die Nitrozellulose-Membran in der Blockierldsung liber Nacht bei
4 °C auf dem Taumler belassen, um am Folgetag mit dem Erstantikérper fiir 1 Std bei
RT inkubiert zu werden. Ungebundener Erstantikérper wurde dann durch 3 Wasch-
schritte mit TBS-T fiir jeweils 10 Min entfernt, worauf — falls notwendig — die Inkubati-
on mit dem Zweitantikérper fir 1 Std bei RT erfolgte. Uberschiissiger Zweitantikérper
wurde mittels 3 zehnminitigen Waschschritten entfernt. Alle Inkubations- sowie
Waschschritte wurden auf dem Taumler ausgefiihrt. Die Visualisierung erfolgte lGber
die an den HRP-Konjugaten befindliche Meerrettichperoxidase mittels Chemilumines-
zenz. Nach Zugabe der Western-Lightning ECL-Reagenz (PerkinElmer, Rodgau) und
Inkubation fir 1 Minute, wurde die Membran in eine Filmkassette (Hypercassette, GE
Healthcare) Gberfiihrt und mit einem Rontgenfilm (Hyperfilm ECL, GE Healthcare) be-
deckt. Die Belichtungszeiten lagen meist zwischen 1-5 Min, in seltenen Fallen auch bei
mehreren Stunden.
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3.2.4.6 Messung der Gaussia-Luciferase-Aktivitat in Zellkulturiiberstinden

Zur Quantifizierung der Gaussia-Luciferase-Aktivitat kamen der Gaussia-Luciferase-Kit
(NEB, Frankfurt) sowie der Gaussia-Juice (PJK, Kleinblittersdorf) zum Einsatz. Beide Kits
beinhalten das Substrat Coelenterazin, welches von der Gaussia-Luciferase unter Frei-
setzung einer Biolumineszenz quantitativ umgesetzt wird. Deswegen konnte in hMSC,
welche transient oder stabil mit dem TCF/LEF-Reportergen-Konstrukt pN3-BAR transfi-
ziert waren, die Menge des transkriptionell aktiven B-Catenins quantitativ erfasst wer-
den. Denn nur nukledres B-Catenin kann im Komplex mit TCF/LEF an die Konsensus-
Sequenzen im Reportergen-Konstrukt binden und so die Expression der Gaussia-
Luciferase induzieren.

Da es sich bei der Gaussia-Luciferase um eine sekretierte Form handelt, kann deren
Aktivitat im Zellkultur-Uberstand (iber einen bestimmten Zeitverlauf quantifiziert wer-
den. Dazu wurden von den TCF/LEF Reporter-hMSC im Fall von Knockdown-Studien an
Tag 1, 5 und 7 bzw. bei Uberexpressionen an Tag 1, 3, und 5 jeweils 25 ul Zellkultur-
Uberstand abgenommen und in eine schwarze 96 Kavitaten-Platte Gberfiihrt. Nach
Zugabe von 50 pul des verdiinnten Substrats wurden im Luminometer 4 bis maximal 6
Proben bei einer Wellenlange von 470 nm vermessen. Zur Normierung der erhaltenen
relative light units (RLU) wurden die vermessenen Uberstinde mit 120 ul Lysepuffer
versetzt (50 mM HEPES/KOH, 150 mM NaCl, 1 % (v/v) NP-40, pH 7,4) und fur 2 Std bei
RT inkubiert, bevor mit 100 pl des Lysats eine Proteinbestimmung durchgefiihrt wurde.

3.2.5 Datenanalyse

Zur Bestimmung der statistischen Signifikanz wurde der in Excel (Microsoft Office)
implementierte studentische T-Test herangezogen. Die dabei zu vergleichenden Mit-
telwerte gingen aus 2 Triplikaten hervor, wobei immer die zweiseitige Signifikanz aus-
gegeben wurde. Waren dabei die erhaltenen P-Werte kleiner als 0,05 (*), 0,01 (**)
oder 0,001 (***) wurden Unterschiede als signifikant angesehen, da sie mit einer Feh-
lerquote von < 5%, 1% bzw. 0,1% behaftet waren.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Evaluierung von Wnt-Signalwegkomponenten in

hMSC, HT1080 und HEK293

Die Aktivierung der Wnt-Signalwege erfolgt durch die Bindung von Wnt-Liganden an
die entsprechenden Wnt-Rezeptoren, wobei hier der Familie der Fzd-Rezeptoren (Fzd)
eine Schlisselrolle zukommt. Zusatzlich sind im kanonischen Wnt/B-Catenin-Signalweg
die Korezeptoren LRP5 und LRP6 an der Bindung der Wnts beteiligt. Berlicksichtigt
man die Zahl von im Genom der Vertebraten kodierten Wnts (19) und Fzds (10), ergibt
sich eine groBe Zahl von unterschiedlichen Kombinationsmoglichkeiten. Jedoch zeigen
Untersuchungen, dass nur bestimmte Kombinationen aus Fzds und Wnts mit den ent-
sprechenden Korezeptoren LRP5 bzw. LRP6 in ein kanonisches Wnt-Signal miinden
(Gazit et al. 1999). Um nun die relevanten Kombinationen von Wnts, Fzds und LRPs zu
eruieren, wurden zundachst mRNA-Expressionsprofile potentieller Liganden des Wnt-
Weges erstellt. Zusatzlich wurde auch die Expression der Inhibitoren sFRP1 und WIF1
evaluiert, da diese die Bildung des ternaren Wnt/Fzd/LRP-Komplexes und damit die
Weiterleitung eines Wnt-Signals unterbinden kdénnen.

4.1.1 Wnt-Expression in hMSC

In diesem qualitativen RT-PCR Ansatz konnten neben der Expression des kanonisch
wirkenden Wnt3 auch die mRNA-Transkripte von Wnt2b, Wnt5a, Wnt5b, Wnt7b,
Wnt9a, Wntl0b und Wntl6 nachgewiesen werden. Dagegen konnte Wntl, Wnt3a,
Wnt4, Wnt6, Wnt7a, Wnt8a, Wnt8b, Wnt9b, Wntl10a, Wntll in hMSC auf mRNA-
Ebene nicht detektiert werden.
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Abb. 15: Wnt-Expression in hMSC.

Der qualitative Nachweis von Wnt2b, Wnt3, Wnt5a, Wnt5b, Wnt7b, Wnt9a, Wnt10b und Wnt16 erfolgte in hMSC-
cDNA, die aus 50 ng Total-RNA generiert worden war. Im Fall von Wnt16 ist am rechten Rand der Abbildung die
Millimeterskala des Geltragers zu erkennen.

4.1.2 Wnt-Expression in HT1080

Die HT1080-Zelllinie zeigte ein ahnliches Wnt-Expressionsprofil wie das von hMSC.
Unterschiede ergaben sich durch eine DNA-Doppelbande bei Wnt9a sowie eine Ex-
pression von Wnt4 in den HT1080-Zellen, wahrend eine mRNA-Expression von Wnt16
nicht nachgewiesen wurde. Auch die mRNA-Transkripte fir Wntl, Wnt3a, Wnt6,
Wnt7a, Wnt8a, Wnt8b, Wnt9b, Wntl10a Wntl1l und Wnt16 wurden nicht detektiert.

Wnt2b Wnt5a

Wnt10b

Hloz
Abb. 16: Wnt-Expression in HT1080.

Die PCR wurde mit 50 ng revers transkribierter HT1080-RNA durchgefiihrt und zeigte einen qualitativen Nachweis
der mRNA-Transkripte fir Wnt2b, Wnt3, Wnt4, Wnt5a, Wnt5b, Wnt7b, Wnt9a und Wnt10b. Zusammen mit einem
Molekulargewichtsmarker wurden die PCR-Produkte Uber ein Agarosegel aufgetrennt.

135

4.1.3 Wnt-Expression in HEK293

In der HEK293-Zelllinie konnten hingegen deutlich mehr Mitglieder der Wnt-Familie
detektiert werden. Darunter befanden sich auch die beiden kanonisch-wirkenden Wnt-
Liganden, namlich Wnt3 und Wnt3a. Im Vergleich zu den 8 exprimierten Wnts in hMSC
und HT1080 konnten in den HEK293 Zellen 13 der 19 Wnts nachgewiesen werden. Fir
die mRNA-Transkripte 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 50 ng revers transkribierter HEK293-RNA durchgefiihrt. Dabei wurden die mRNA-Transkripte von
Wnt2b, Wnt3, Wnt3a, Wnt4, Wnt5a, Wnt5b, Wnt6, Wnt7b, Wnt9a, Wnt9b, Wnt10b, Wnt1l und Wnt16 detektiert.

4.1.4 Expressionsanalyse der Wnt-Inhibitoren sFRP1 und WIF1

Neben sFRP1, das in allen 3 Zellentitaten detektiert werden konnte, zeigte sich in den
HEK293-Zellen zusatzlich eine Expression von WIF1.

hMSC HT1080 HEK293
sFRP1 sFRP1 sFRP1 WIF1
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25 25 50 50

Abb. 18: Expressionsanalyse von sFRP1 und WIF1 in hMSC, HT1080 und HEK293.
Die PCR wurde jeweils mit 50 ng revers transkribierter RNA durchgefihrt.

4.1.5 Expressionsprofil der Fzd-Rezeptoren in hMSC

Die Evaluierung der transkriptionellen Expression der Fzds erfolgte Gber quantitative
RT-PCR im LightCycler. Die erhaltenen Kopienzahlen wurden mittels der GAPDH Ex-
pression normalisiert. Hierbei zeigte sich, dass Fzdl mit etwa 62% der GAPDH-
Expression von allen Fzds am starksten exprimiert wurde. Danach folgte Fzd2 mit 45 %
und mit etwas grolRerem Abstand Fzd7 und Fzd8 mit 13 % bzw. 15 % der GAPDH-
Expression. Die Ubrigen Fzds lagen im Schnitt unter 2 % der GAPDH-Expression. Die

niedrigsten Expressionsniveaus wiesen Fzd3, Fzd9 und Fzd10 auf.
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Abb. 19: Expressionsprofil der Fzd-Rezeptoren in hMSC.

Die gRT-PCR wurde jeweils mit 12,5 ng cDNA revers transkribierter RNA aus hMSC (5. Passage) durchgefiihrt. Die
Kopienzahlen wurden auf die GAPDH-Expression normalisiert. Die Ergebnisse reprasentieren Mittelwerte + SD eines
Triplikat-Ansatzes.

4.2 Das TCF/LEF-Reporter-Vektor-System

Wnt/B-Catenin-Zielgene wie z.B. Cyclin D1 oder Fzd7 besitzen in ihren Promotoren
TCF/LEF-Konsensus-Sequenzen, an welche Transkriptionskomplexe — bestehend aus
einem Mitglied der TCF/LEF-Familie und B-Catenin — binden und somit die Transkripti-
on initiieren konnen. Das TCF/LEF-Reporter-Vektor-System erlaubt durch seine konse-
kutive Anordnung von TCF/LEF-Konsensus-Sequenzen in Kombination mit einem mini-
malen Promotor (CMV,;») vor dem Reportergen Gaussia-Luciferase eine sehr sensitive
Quantifizierung von transkriptionell aktiven TCF/LEF/B-Catenin-Komplexen, welche
durch die Aktivitat des Reporterproteins erfasst werden kann.

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

Zur stabilen Transfektion des TCF/LEF-Plasmids wurden hMSC an Tag 2 nach der Trans-
fektion mit dem Antibiotikum G418 (100 pg/ml) selektioniert. Zur Kontrolle wurden
untransfizierte hMSC mit gleicher G418-Konzentration eingesetzt. Sobald keine un-
transfizierten hMSC mehr vorhanden waren, wurden die verbliebenen stabil-
transfizierten hMSC durch Splitten weiter expandiert, auf Funktionalitdt getestet und

bis zur weiteren Verwendung weggefroren.
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4.2.2 Evaluierung der TCF/LEF-Reporter-hMSC

4.2.2.1 Stimulation mit LiCl

Bei der ungerichteten Integration des TCF/LEF-Reporter-Plasmids hangt die Aktivitat
bzw. Sensitivitat des Reporters u.a. vom Linearisierungsort des Plasmids, dem Integra-
tionsort im Genom der hMSC und der Haufigkeit des Integrationsereignisses ab. Daher
mussten die aus einer Zellkultur-Kavitdt — meist eine Vertiefung einer 6-Kavitaten-
Platte — hervorgegangenen TCF/LEF-Reporter-hMSC vor der weiteren Verwendung auf
ihre Gaussia-Luciferase-Aktivitat getestet werden. Hierflr wurden die Zellen mit LiCl-
haltigem Zellkulturmedium inkubiert. Lithium fihrt tGber die Inhibition der GSK-3f zu
einer Stabilisierung von B-Catenin und damit einhergehend zu einer Steigerung der
Wnt/B-Catenin Aktivitat.

Wie aus der Abb. 20 ersichtlich, wiesen die verschiedenen Reporter-hMSC-
Populationen unterschiedliche basale Reporterprotein-Aktivitaten auf (3000 bis 30.000
RLU). Aber auch die Induktionsraten der Gaussia-Luciferase-Aktivitat zeigten in den
verschiedenen TCF/LEF-Reporter-hMSC erhebliche Unterschiede (1,2 bis 3,6fach).
Deshalb wurden alle folgenden Versuchsreihen jeweils immer mit einer stabilen
TCF/LEF-Reporter-hMSC-Population vorgenommen.
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Abb. 20: Gaussia-Luciferase-Aktivitat von TCF/LEF-Reporter-hMSC nach LiCl-Stimulation.

Zur Uberpriifung der Funktionalitit der einzelnen TCF/LEF-Reporter-hMSC-Populationen (# 1- 4) wurde die Gaussia-
Luciferase-Aktivitat nach 5 Tagen in Zellkulturiiberstdanden ohne und mit 4 mM LiCl bestimmt. Die Ergebnisse sind
Mittelwerte + SD eines Triplikat-Ansatzes. *P< 0,05; **P< 0,01. Die Induktionsraten der Gaussia-Luciferase-Aktivitat
sind numerisch vermerkt. Abklirzung: RLU: relative light units.
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4.2.2.2 siRNA-induzierter Knockdown von APC sowie B-Catenin

Um die Sensitivitat des TCF/LEF-Reporter-Systems nadher zu evaluieren, wurde eine
vergleichende Analyse mit exogener und endogener Aktivierung (Wnt3a-Stimulation
bzw. APC-Knockdown) sowie Inhibition des Wnt/B-Catenin-Signalweges (B-Catenin-
Knockdown) durchgefiihrt. Die Knockdown-Effizienzen auf mRNA-Ebene wurden in der
Doktorarbeit von Frau Dr. Marisa Karow mit iber 90 % an Tag 1 fir APC und B-Catenin
bestimmt (Karow 2008). Wahrend an Tag 1 nach Knockdown von APC im Vergleich zur
Negativkontrolle noch keine signifikante Anderung der Gaussia-Luciferase-Aktivitit zu
beobachten war, zeigte sich an Tag 3 und 7 eine nachhaltige Steigerung der Reporter-
protein-Aktivitat, die deutlich (iber dem Niveau der Wnt3a-Stimulation lag (Abb. 21A).
Der Knockdown von B-Catenin (Abb. 21B) war dagegen mit einer Reduktion der Gaus-
sia-Luciferase-Aktivitat assoziiert. An Tag 10 nach Knockdown von B-Catenin war die
Gaussia-Luciferase-Aktivitat auf etwa die Halfte reduziert.
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Abb. 21: Gaussia-Luciferase-Aktivitat nach mWnt3a-Stimulation und APC-Knockdown sowie nach B-Catenin-
Knockdown in TCF/LEF-Reporter-hMSC.

Die Abnahme der Zellkulturiiberstande erfolgte 1, 5, 7 und 10 Tage nach siRNA-Transfektion bzw. Stimulation der
TCF/LEF-Reporter-hMSC. Fir die Negativkontrolle wurden die Zellen mit nc-siRNA transfiziert. Die relative light units
(RLUs) sind auf die Gesamtproteinmenge in den Zellkulturliberstinden normalisiert und relativ zu den Negativkon-
trollen dargestellt. Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eines Triplikat-Ansatzes. **P< 0,01; ***P< 0,001.

A) Applikation von mWnt3a (150 ng/ml) bzw. Transfektion mit APC-siRNA.

B) Transfektion mit nc-siRNA (NK) bzw. B-Catenin-siRNA (B-Catenin-Knockdown).
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4.2.2.3 Einfluss der Zellkulturbedingungen auf die TCF/LEF-Reporter-
hMSC

Mit dem Ziel den Einfluss von unterschiedlichen FBS-Konzentrationen auf den Wnt/B-
Catenin Status in hMSC zu evaluieren, wurden verschiedene FBS-Konzentrationen in
TCF/LEF-Reporter-hMSC getestet (Abb. 22). Zuséatzlich wurden vergleichende Versuche
mit dem Serumersatz Nutridoma durchgefiihrt. Die TCF/LEF-Reporter-hMSC wurden
fr die Versuchsreihen in 16,5 % FBS-haltigem Kulturmedium in die Kavitaten ausgesat.
Bei Umstellung der Serumkonzentrationen zeigte sich liber den Zeitraum von 7 Tagen
eine umgekehrte Proportionalitdt zwischen Gaussia-Luciferase-Aktivitat und Serum-
konzentration. D.h. mit sinkenden Serumanteilen war eine gesteigerte Gaussia-
Luciferase-Aktivitat in den Zellkulturiiberstanden messbar. So lag die basale Gaussia-
Luciferase-Aktivitat bei Abwesenheit des FBS 10fach hoher als unter Standardbedin-
gungen mit 16,5 % FBS. Die hochste basale Aktivitat der Gaussia-Luciferase zeigte sich
jedoch bei Verwendung des Serumersatzes Nutridoma an Tag 3 und 7.
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Abb. 22: Einfluss unterschiedlicher Serumkonzentrationen auf die Gaussia-Luciferase-Aktivitit in TCF/LEF-
Reporter-hMSC.

Vor den Versuchsreihen wurden die Zellen in den Kavitdten mit 16,5 % FBS-haltigem oMEM ausgesat. Die Zellkul-
turiiberstande wurden nach Umstellung der Serumkonzentrationen an Tag 1, 3 und 7 abgenommen. Die RLU wur-
den auf die Gesamtproteinmenge normalisiert. Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eines Triplikat-Ansatzes. *P<
0,05; ***P< 0,001. Die P-Werte beziehen sich jeweils auf die RLU-Werte in 16,5 % FBS.

In einem weiteren Ansatz wurde mit derselben TCF/LEF-Reporter-hMSC-Population die
Wirkung von murinem R-Spondinl und humanem Dkk1l auf den Wnt/B-Catenin-
Signalweg getestet (Abb. 23). Der Effekt von R-Spondinl sowie Dkk1 zeigte sich mit
signifikanter Wirkung nur an Tag 7, bei R-Spondin1 mit einer Steigerung und fiir Dkk1
mit einer Reduktion der Gaussia-Luciferase-Aktivitat. Wahrend bei R-Spondinl ein
signifikanter Effekt bei 10 % FBS zu beobachten war, zeigte sich fiir Dkk1 an Tag 7 eine
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partielle Proportionalitdt zwischen Reduktion der Serumkonzentration und Abnahme
der Gaussia-Luciferase-Aktivitat.

A 2,50 B 2,50
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Abb. 23: Wirkung von mR-Spondinl und hDkk1l bei unterschiedlichen Serum-

Bedingungen auf die Gaussia-Luciferase-Aktivitit in TCF/LEF-Reporter-hmsc. ~ EEEEM 16,5 % FBS
Die Zellkulturiberstande wurden nach der Umstellung der Serumkonzentration 10 % FBS
und gleichzeitiger Applikation der jeweiligen Liganden an Tag 1, 3 und 7 abge- B 5 % FBS
nomme.n.. Die RLU-W.erte wurqen UPer die Gesamtproteinmenge |m Uberstand 2 % FBS
normalisiert und relativ zu den jeweiligen unbehandelten Kontrollansatzen (Nega- EE kein FBS
tivkontrolle) gesetzt. Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eines Triplikat-Ansatzes. —

I 1 % Nutridoma

*P< 0,05; **P< 0,01. Die P-Werte wurden relativ zu den RLU-Werten der jeweili-
gen Negativkontrolle bestimmt.

A) Applikation mit rekombinantem murinem R-Spondin1 (500 ng/ml).

B) Applikation von rekombinantem humanem Dkk1 (100 ng/ml).

Zur Evaluierung unterschiedlicher Serumkonzentrationen sowie des Serumersatzes
Nutridoma bei Applikation bzw. Transfektion eines kanonischen Wnt-Liganden (Abb.
24) wurde zum einen Wnt3a als rekombinantes Protein murinen bzw. humanen Ur-
sprungs zugegeben und zum anderen eine Transfektion mit einem Wnt3a-
Uberexpressionsplasmid durchgefiihrt. In allen 3 Ansitzen zeigte sich an Tag 3 und 7
die hochste Aktivitat der Gaussia-Luciferase bei einer Serumkonzentration von 2 %,
wahrend hingegen bei héheren Serum-Konzentrationen — aber auch bei Abwesenheit
von Serum — die Gaussia-Luciferase-Aktivitat im Vergleich zur jeweiligen Negativkon-
trolle ohne Stimulation deutlich abnahm. Zudem zeigte sich, dass murines Wnt3a im
Vergleich zu humanem Wnt3a eine stirkere Aktivierung des Wnt/B-Catenin-
Signalweges bewirkte. Die niedrigsten Aktivierungsraten gingen mit der Plasmid-
basierten ektopischen Expression von humanem Wnt3a einher. Fiir alle weiteren Ver-
suche wurden TCF/LEF-Reporter-hMSC fiir die Versuchsdauer deshalb in aMEM mit 2
% FBS kultiviert.
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Abb. 24: Wirkung von Wnt3a auf die Gaussia-Luciferase-Aktivitdt bei unterschiedlichen Serum-Bedingungen in
TCF/LEF-Reporter-hMSC.

Die Abnahme der Zellkulturiiberstande erfolgte nach Umstellung der Serumbedingungen bei gleichzeitiger Applika-
tion bzw. Transfektion von Wnt3a. Bei der Applikation von Wnt3a in Form der rekombinanten Proteine wurden die
Uberstande von Tag 1, 3 und 7, im Fall der Transfektion des Wnt3a-Uberexpressionsvektors noch zusitzlich an Tag 5
abgenommen. Die RLU-Werte wurden (iber die Gesamtproteinmenge im Uberstand normalisiert und relativ zu den
jeweiligen Negativkontrollen (unstimulierte bzw. untransfizierte Bedingungen) gesetzt. Die Ergebnisse sind Mittel-
werte * SD eines Triplikat-Ansatzes. *P< 0,05; **P< 0,01; ***P< 0,001. Die P-Werte wurden relativ zu den RLU-
Werten der jeweiligen Negativkontrolle bestimmt.

A) Stimulation der TCF/LEF-Reporter-hMSC mit murinem Wnt3a (150 ng/ml).

B) Stimulation der TCF/LEF-Reporter-hMSC mit humanem Wnt3a (75 ng/ml).

C) Transfektion der TCF/LEF-Reporter-hMSC mit dem Uberexpressionsvektor pN3-Wnt3a.
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4.3 SiRNA-vermittelter Knockdown von Fzd-Rezeptoren

HMSC zeichnen sich durch eine basale Aktivitat des Wnt/B-Catenin-Signalweges aus
(Abdallah und Kassem 2008; Etheridge et al. 2004; Karow 2008; Kolben et al. 2012;
Perobner et al. 2012). Dies zeigte sich auch in der hier vorliegenden Arbeit durch die
basale Aktivitat der Gaussia-Luciferase in den TCF/LEF-Reporter-hMSC (Abb. 25). Um
festzustellen, ob bzw. in welcher Weise Fzd-Rezeptoren an der Aufrechterhaltung der
Wnt/B-Catenin-Aktivitat beteiligt sind, wurden mit Hilfe der RNA-Interferenz (RNAI)-
Technologie einzelne Fzds herabreguliert. Die Knockdown-Effizienz der einzelnen Fzds
wurde bereits in der Doktorarbeit von Herrn Dr. Thomas Kolben bestimmt und uber-
stiegen am ersten Tag fiir alle Fzds 70 % (Kolben 2011; Kolben et al. 2012).

In den TCF/LEF-Reporter-hMSC war ohne Wnt3a-Stimulation nach Knockdown von
Fzd5 und 7 eine signifikante Reduktion der Gaussia-Luciferase-Aktivitat zu beobachten.
Unter Applikation von humanem Wnt3a zeigte sich bei Knockdown der erwdhnten
Fzds sowie zuséatzlich auch bei Knockdown von Fzd1l ein signifikanter Einbruch der
Gaussia-Luciferase-Aktivitat. Ein gegenteiliger Effekt, d.h. eine Steigerung der Gaussia-
Luciferase-Aktivitat, konnte bei Knockdown von Fzd2 und Fzd6 unter unstimulierten
Bedingungen sowie unter Wnt3a-stimulatorischen Bedingungen bei RNAi gegen Fzd2
beobachtet werden.
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Abb. 25: Knockdown einzelner Fzds in TCF/LEF-Reporter-hMSC.

Fur die Negativkontrolle (NK) wurden die Zellen mit nc-siRNA transfiziert. Die Zellkulturiiberstiande wurden an Tag 7
nach Knockdown vermessen. Die RLUs wurden auf die Gesamtproteinmenge normalisiert und auf die Negativkon-
trolle des nicht stimulierten Ansatzes (1,0) bezogen. Die rote Linie stellt den Gaussia-Aktivitdtslevel der Negativkon-
trolle aus den nicht stimulierten Ansatzen dar. Die griine Linie zeigt den Gaussia-Aktivitatslevel der Negativkontrolle
unter Wnt3a-Stimulation. Die Ergebnisse sind Mittelwerte * SD eines Triplikat-Ansatzes. *P< 0,05; **P< 0,01.
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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 Wnt/B-Catenin-
Aktivitat assoziiert war, sollten diese Befunde in einem reversen Ansatz mittels ektopi-
scher Expression von Fzd1, Fzd5 und Fzd7 Uberpriift werden. In diesem Zusammen-
hang wurde neben den Uberexpressionsvektoren fiir die Fzds auch ein Vektor fiir die
ektopische Expression von Wnts generiert.

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

In einem ersten Klonierungsansatz wurden die beiden Rezeptoren zusammen mit ihren
Signalsequenzen ohne die 5‘- und 3‘-UTRs als PCR-Produkte (Fzd1l mit 1956 bp und
Fzd5 mit 1770 bp) mit Hilfe der Phusion Hot Start Polymerase amplifiziert (Abb. 26A).
Als Matrize dienten die Vektoren pCMV6-XL4-Fzd1l und pCMV6-XL4-Fzd5. Die PCR-
Produkte wurden darauf mit einer Tag-Polymerase zum Anhdngen der Adenosin-
Nukleotide inkubiert, damit im Anschluss eine TOPO-TA-Klonierung in den pCR2.1-
TOPO-Vektor (Abb. 26B) durchgefiihrt werden konnte.

A B . .
' &
Fzd1-PCR <® <©
E k(bqo & @ \63(\ Q‘@Qa
— h N o) b
3000 —pes== & QO <« < X &
— - v A Q & e
2000 —f—— 1956 M & & & W

Fzd5-PCR

2500 1770 PCR2.1-TOPO (3930 bp)

1500

Abb. 26: Klonierung der PCR-Produkte von Fzd1 und Fzd5 in den pCR2.1-TOPO (Teil 1).
A) PCR-Produkte von Fzd1 und Fzd5.
B) Schematische Darstellung des pCR2.1-TOPO.

Nach Bestatigung des korrekten Einbaus der PCR-Produkte in den pCR2.1-TOPO-Vektor
durch einen analytischen Restriktionsverdau (Abb. 27A), konnte nach Sequenzierung
die Sequenzidentitdt durch ein Alignment mit den in der Datenbank hinterlegten Se-
guenzen fur Fzd1 (NM_003505) und Fzd5 (NM_003468) bestatigt werden. Ein schema-
tischer Aufbau des pCR2.1-Fzd1 bzw. pCR2.1-Fzd5 zeigt Abb. 27B.
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Abb. 27: Klonierung der PCR-Produkte von Fzd1 und Fzd5 in pCR2.1-TOPO (Teil Il)

A) Analytischer Restriktionsverdau von pCR2.1-Fzd1 und pCR2.1-Fzd5. Der Doppelverdau mit Hincll und Bglll fiihrt
aufgrund der Hincll-Schnittstelle in der Fzd1-Sequenz zur Exzision von 1133 bp (Klon 1, 3). Beim analytischen Rest-
riktionsverdau des pCR2.1-Fzd5 wurde nach Doppelverdau mit Hindlll und Spel die eingebrachte Fzd5-Sequenz
wieder ausgeschnitten (1764 bp). Bei Religation des pCR2.1-TOPO fiihrte der Restriktionsverdau zu einer Linearisie-
rung des Vektors und damit einer DNA-Bande bei ungefahr 4000 bp (Klon 2 bzw. Klon 1 und 2). M = Marker, K =
Klon, RV = Restriktionsverdau.

B) Schematische Darstellung der Vektoren pCR2.1-Fzd1 bzw. pCR2.1-Fzd5.

Die Sequenzabschnitte fiir Fzd1 und Fzd5 wurden anschliefend aus den entsprechen-
den pCR2.1-Vektoren (Abb. 27B) Uber einen Doppelverdau mit Hindlll und EcoRl aus-
geschnitten. Der Zielvektor pN3-Mock (Abb. 29A) wurde mit demselben Doppelverdau
gedffnet (Abb. 29B) und nach einer Ligationsreaktion war die Umklonierung von Fdz1
und Fzd5 abgeschlossen.
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Abb. 28: Umklonierung von Fzd1 und Fzd5 in den Uberexpressionsvektor pN3 (Teil 1).
A) Schematische Darstellung des Zielvektors pN3-Mock.

B) Exzision von Fzd1 und Fzd5 aus dem pCR2.1-Vektor iiber die Schnittstellen fiir Hindlll und EcoRl sowie Offnung
des Zielvektors mit selbigem Doppelverdau.
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Nach der Bestatigung des erfolgten Einbaus der Sequenzabschnitte fur Fzd1 und Fzd5
Uber einen analytischen Restriktionsverdau (Abb. 29A) standen die Vektoren (Abb.
29B) fiir die entsprechenden Uberexpressionsexperimente zur Verfiigung.

A pN3-Fzd1 B

CMV promoter
K1 K2 K3
pUC Origin

M RV RV RV
4000 [ - - le 3992
—

2000 —{ S S S |« 1962 HSV TK Poly A &
1500 — pN3-Fzd1/
pN3'FZd5 Fzd1/
e Kan®/Neo® Fzd5
K1 K2 K3
M RV RV RV
4000 - e 3992 /
SV40origin \
2000 SV40 promoter o \ s
1500 e fgin - Ysyagpoly A

Abb. 29: Umklonierung von Fzd1 und Fzd5 in den Uberexpressionsvektor pN3 (Teil Il).

A) Restriktionsanalyse der Uberexpressionsvektoren pN3-Fzd1l (Hindlll, EcoRl) sowie pN3-Fzd5 (Hindlll, EcoRl).
M = Marker, K = Klon, NK = Negativkontrolle, RV = Restriktionsverdau.

B) Schematische Darstellung der Uberexpressionsvektoren pN3-Fzd1 bzw. pN3-Fzd5.

Um die ektopisch exprimierten Fzd-Rezeptoren verldsslich nachweisen zu kdnnen,
wurde ein synthetischer HA-tag im N-terminalen Bereich dieser Rezeptoren einge-
flhrt. Dazu war es zunachst notwendig, eine singuldre Restriktionsschnittstelle in den
Vektoren pN3-Fzd1l und pN3-Fzd5 zu finden, welche nahe an der Signalsequenz der
Rezeptoren lokalisiert war. Im Fall von Fzd1 war dies (iber die Restriktionsschnittstelle
Eco0109! moglich und im Fall von Fzd5 lber Notl. Mit diesen Restriktionsenzymen
wurden die Vektoren pN3-Fzd1 und pN3-Fzd5 linearisiert (Abb. 30A). Die HA-tags wur-
den jeweils aus zwei synthetisch hergestellten Oligonukleotiden generiert, welche
nach der Hybridisierung die komplementaren Enden zu den entsprechend linearisier-
ten Vektoren aufwiesen. Nach Identifizierung von Klonen mit korrekt eingebautem HA-
tag mittels analytischem Restriktionsverdau (Abb. 30B) wurde die Sequenzidentitat
des tags durch eine DNA-Sequenzierung Uberprift. Die Aminosdauresequenz des HA-
tags setzt sich aus der Abfolge der Aminosauren YPYDVPDYA zusammen. In Abb. 30C
ist der schematische Aufbau der Uberexpressionsvektoren pN3-HA-Fzd1 und pN3-HA-
Fzd5 dargestellt.
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Abb. 30: Klonierung eines HA-tags in die Uberexpressionsvektoren pN3-Fzd1 und pN3-Fzd5.

A) Der Vektor pN3-Fzd1 wurde mit EcoO109I und der pN3-Fzd5 mit Notl linearisiert.

B) Restriktionsanalyse des Uberexpressionsvektors pN3-HA-Fzd1 mittels Doppelverdau aus Agel und Nhel. Mit dem
HA-tag wurde auch eine Nhel Schnittstelle in den Zielvektor eingebracht, so dass positive Klone nach Restriktions-
verdau eine DNA-Bande bei 285 bp aufwiesen (K2, K3). Im Fall des pN3-HA-Fzd5 wurde mit dem HA-tag eine BamHI-
Schnittstelle eingefiihrt. Nach einem Doppelverdau aus Ndel und BamHI| zeigte sich ein Einbau des HA-tags 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 DNA-Leiter, M2 = Ultra low range DNA-Leiter, K = Klon, RV = Restriktionsverdau.

C) Schematische Darstellung der Uberexpressionsvektoren pN3-HA-Fzd1 und pN3-HA-Fzd5 mit einem N-terminalen
HA-tag.

4.4.2 Klonierung von Fzd5 in den Uberexpressionsvektor
pN3-attB

Die 291 bp lange attB-Sequenz — prokaryotischen Ursprungs — erlaubt eine spezifische
Integration eines Vektors in das Genom. Die Integration wird von der ®C31-Integrase
katalysiert und findet im Genom von Eukaryoten an sogenannten pseudo attP-
Sequenzen statt. Ziel dieser Methode ist mittels der gerichteten Integration die Aus-
beute an stabilen Klonen gegeniiber einer ungerichteten Integration zu erhéhen. Fir
die stabile Transfektion von Fzd5 wurde die schon im pN3-Fzd5 klonierte Rezeptor-
Sequenz mit Signalsequenz (NM_003468) in den pN3-attB (Abb. 31A) umkloniert. Dazu
wurde Uber einen Doppelverdau mit Hindlll und EcoRl der pN3-attB gedtffnet (Abb.
31B) und die Fzd5-Sequenz mit und ohne HA-tag aus den Vektoren pN3-Fzd5 bzw.
pN3-HA-Fzd5 ausgeschnitten (Abb. 31C). Danach wurde Uber eine Ligationsreaktion die
Fzd5-Sequenz sowohl mit als auch ohne HA-tag in den pN3-attB-Vektor eingebracht.
Mit Hilfe eines analytischen Restriktionsverdaus wurde der korrekte Einbau fir den
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pN3-attB-Fzd5 und pN3-attB-HA-Fzd5 Gberprift (Abb. 31D bzw. E). Die Abb. 31F zeigt

den schematischen Aufbau der Vektoren.

pN3-Fzd5
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SV40 Promotor 2000 | - 181
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Abb. 31: Klonierung von Fzd5 sowie HA-Fzd5 in den Uberexpressionsvektor pN3-attB.

A) Schematische Darstellung des pN3-attB.

B) Restriktion des Zielvektors pN3-attB mit Hindlll und EcoRl.
C) Exzision von Fzd5 (1776 bp) sowie HA-Fzd5 (1821 bp) aus den Vektoren pN3-Fzd5 und pN3-HA-Fzd5 mittels

Hindll und EcoR! Doppelverdau.

D) Restriktionsanalyse des pN3-attB-Fzd5 durch Doppelverdau von Hindlll und EcoRl. Der positive Klon weist die

Exzision der Fzd5-Rezeptorsequenz (1776 bp) auf.

E) Restriktionsanalyse des pN3-attB-HA-Fzd5. Nach einem Dreifachverdau aus Hindlll, BamHI und EcoRI zeigt der
positive Klon neben der teilweisen Exzision der Fzd5-Rezeptorsequenz (1706 bp) zusatzlich — bedingt durch die
BamH|-Schnittstelle im HA-tag — eine Bande bei 106 bp. Abkirzungen M = Marker, NK = Negativkontrolle, RV =

Restriktionsverdau.

F) Schematische Darstellung der Vektoren pN3-attB-Fzd5 und pN3-attB-HA-Fzd5.
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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 dabei auf einen Zwischenschritt mit einer TOPO-TA-Klonierung zuriickgreifen zu
missen. Das zentrale Element dieses Ansatzes stellen 6 Erkennungsstellen (Abb. 32)
fur die sehr selten schneidenden Restriktionsenzyme Agel, Pacl, Pvul, Swal, Pmel und
Acll dar. In Abb. 32 sind Gene fiir Komponenten des Wnt/B-Catenin-Signalweges aufge-
flhrt, die mit dieser Kombination an Restriktionsenzymen kloniert werden kdnnen.
Dazu wurde (iber eine PCR mit Hilfe von modifizierten Primern Erkennungsstellen fir
diese Restriktionsenzyme an den Enden der jeweiligen Amplikons eingefiihrt.

Signalsequenz (ss), Soi HA-tag, Toi Gensequenz chne ss, Goi Auswahl an Genen die Uber
(ss of interest) (tag of interest) (gene of interest) die flexible cloning site klo-

niert werden kénnen

Xhol  Agel Pacl Pvul Swal Pmel Acll  EcoRI FZdl, FZdZ, de3' FZd4: FZd5,
Flexible cloning site (81 bp) Fzd6, Fzd7, Fzd8, Fzd9,
Fzd10, Wnt1, Wnt2, Wnt2b,
Wnt3, Wnt3a, Wnt4, Wnt5a,
Wnt5b, Wnt6, Wnt7a,

SV40Poly A

CMV Promotor
M F1 Origin Wnt7b, Wnt8a, Wnt8b, ,
/ Wnt9a, Wnt9b, Wnt10a,
Wnt10b, Wnt11, Wnt16,
pN3-SoiToiGoi l S\V40 Promotor DvI2, Kremenl, Kremen2,
puUC Origin (4079 bp) & \1000gin GSK-3pB, Axinl und 2, APC1

und 2, B-Catenin, TF7, TF7L2,
TF7L1, LEF1

Kanf/NeoF

HSV-TK Poly A

Abb. 32: Aufbau und Anwendung des modularen Klonierungssystems.
Schematischer Aufbau der flexiblen cloning site, welche sich durch die Kombination der Schnittstellen fir die Rest-
riktionsenzyme Agel, Pacl, Pvul, Swal, Pmel und Acll zusammensetzt.

Das in Abb. 33A aus einer Hybridisierung zweier Oligonukleotide generierte DNA-
Fragment (99bp), enthielt die 81 bp lange flexible cloning site, bei der die Erkennungs-
stellen fir die Restriktionsenzyme durch Spacersequenzen voneinander getrennt sind.
Das erleichtert zum einen das sequentielle Klonieren und zum anderen fiihren diese
Spacersequenzen zu einer groReren Flexibilitdt in der Polypeptidkette. Mit den Uber-
hangen (19 bp) von Xhol und EcoRIl wurde die flexible cloning site (81bp) in den pN3-
Uberexpressionsvektor eingebracht, der im folgenden pN3-SoiToiGoi genannt wird.
Dabei steht Soi fir signal sequence of interest, Toi fiir tag of interest und Goi flr gene
of interest. Nach einem Restriktionsverdau zur Priifung des korrekten Einbaus (Abb.
33B) wurde die korrekte Sequenzidentitat durch eine DNA-Sequenzierung liberpriift.
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Abb. 33: Generierung des modularen Klonierungssystems.

A) Flexible cloning site (81 bp) mit Uberhangen (18 bp) fiir die Restriktionsschnittstellen Xhol und EcoR| zur Einbrin—
gung in den entsprechend linearisierten pN3-Mock Vektor.

B) Analyse des pN3-SoiToiGoi nach Klonierung der flexiblen cloning site in den pN3-Vektor. Exzision der flexiblen
cloning site durch Xhol und EcoRIl Doppelverdau. M = Marker, NK = Negativkontrolle, RV = Restriktionsverdau.

4.4.4 Klonierungvon Fzd1, 3,5, 6 und 7 in den pN3-SoiToiGoi-
Vektor

In einem ersten Schritt wurde in den pN3-SoiToiGoi die Signalsequenz des Fzd5-
Rezeptors (85 bp) kloniert. Dazu wurde eine PCR mit modifizierten Primern durchge-
fihrt, welche die Schnittstellen fiir die Restriktionsenzyme Agel und Pacl sowie zusatz-
lich Uberhdnge von jeweils 6 bp an den Enden des PCR-Produkts (101 bp) einfiihrten
(Abb. 34A). Danach wurde der Zielvektor pN3-SoiToiGoi Gber den Doppelverdau mit
Agel und Pacl linearisiert (Abb. 34B) und das PCR-Produkt (Abb. 35A) mit dem gleichen
Doppelverdau auf 85 bp getrimmt, um nach einer Ligationsreaktion den pN3-Fzd5-Soi

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 pN3-Fzd5-Soi-Vektors (Teil 1).

A) Die Insertion der Nukleinsduresequenz, die fiir das Signalpeptid von Fzd5 kodiert, erfolgte iber die Schnittstellen
der Restriktionsenzyme Agel und Pacl.

B) Restriktionsverdau des Zielvektors pN3-SoiToiGoi mit Agel und Pacl.
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Uber einen analytischen Restriktionsverdau wurde der Einbau der Nukleinsdurese-
quenz, die fur das Signalpeptid kodiert, iberpriift (Abb. 35B). Zusatzlich wurde lber
eine DNA-Sequenzierung mit nachfolgendem Alignment die Sequenzidentitat verifi-

ziert. In Abb. 35C ist der Aufbau des pN3-Fzd5-Soi schematisch dargestellt.

A

Fzd5-Soi

700 —
300 —
100 —

» 101

B

Klon
1

NK M RV _RV RV

Klon
1

C

MV Promoto

pUC Origin

Fzd5 Soi

\

Flexible
cloning site

//MCS

SV40 Poly A

F1Origin

PN3-Fzd5-Soi

4148 bp ' SV40 Promotor

77 SV4QOrigin

HSV-TK Poly A Kan®/Neof

Abb. 35: Klonierung des pN3-Fzd5-Soi-Vektors (Teil I1).

A) PCR Produkt der Fzd5-Signalsequenz mit den Schnittstellen fir Agel und Pacl. Als Matrize diente pCMV6-XL4-
Fzd5.

B) Restriktionsanalyse dreier positiver Klone (iber Exzision der Nukleinsduresequenz, welche fiir die Fzd5-
Signalsequenz (85 bp) kodiert, durch einen Doppelverdau mit Agel und Pacl. NK = Negativkontrolle, M = Marker,
RV = Restriktionsverdau.

C) Schematische Darstellung von pN3-Fzd5-Soi.

In den nachsten Klonierungsschritten wurden Fzdl, 3, 5 und 7 ohne ihre zugehorigen
Signalsequenzen (Abb. 36A) in den pN3-Fzd5-Soi (Abb. 36B) kloniert. Daflir wurden
wieder Uber eine PCR (Abb. 36C) an den Enden der Amplikons Schnittstellen eingefiihrt
— diesmal flr die Enzyme Pmel und Acll — sowie jeweils 6 bp zusatzlich, um die Effizienz
des Restriktionsverdaus zu erhdhen. Als Matrize dienten die Vektoren von den Firmen
Origene und Imagene. Durch den Doppelverdau mit Pmel und Acl/l wurde der Zielvek-
tor pN3-Fzd5-Soi linearisiert (Abb. 36B) sowie die Amplikons um die oben genannten 6
bp getrimmt. Danach wurden Uber eine Ligasereaktion die codierenden Sequenzen fiir
die jeweiligen Fzd-Rezeptoren in den pN3-Fzd5-Soi eingebracht. Die erhaltenen Fzd-
Uberexpressionsvektoren wurden mittels eines analytischen Restriktionsverdaus auf
den korrekten Einbau der PCR-Produkte gepriift (Abb. 36D) und mittels DNA-
Sequenzierung und nachfolgendem Alignment die Ubereinstimmung der Sequenziden-
titat mit den Datenbanksequenzen fiir Fzd1 (NM_003505), Fzd3 (NM_017412), Fzd5
(NM_003468) und Fzd7 (NM_003507) abgeglichen. Eine schematische Darstellung des
Aufbaus der generierten Fzd-Uberexpressionsvektoren geht aus Abb. 36E hervor.
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FzdS5-ss (Fzd5-50i) Rezeptor-Sequenz ohne ss, (Fzd-Goi) PN3-Fzd5-Soi
(ss of interest) (gene of interest) geschnitten mit
Acll 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
g g CMV Promotor Flexible cloning site
: — Fzd-Goi
i — g 6000 —| s
2888 L < 1136 2000 {5 | | =< 1136
— ] pUC Origin
2000 <~ — — 2000 o+~ Sl 1941
1500 = RS 1743 1500
1000 —Jue 1000 —uueg PN3-Fzd5-Soi-
| Fzd-Goi
- HSV-TK Poly A
) ) $  MCS
pN3-Fzd5-S0i-Fzd5-Goi pN3-Fzd5-Soi-Fzd7-Goi 5V40 Poly A
R R
K1 K1 K2 K1 K1 K2 Kan®/Neo F1Origin
M NK RV RV M NK RV RV g
— = SV40Origin  SV40 Promotor
— |
v -
6000 1| e les13s SO0 =S 4136
4000 — f —— 4000 — E-
20004~ - le 1686 et
1500 ==~ 2000 — 1635
1000 | 1500 — ===
- 1000 — w—

Abb. 36: Klonierung der Uberexpressionsvektoren pN3-Fzd5-Soi-Fzd1-Goi, pN3-Fzd5-Soi-Fzd3-Goi, pN3-Fzd5-Soi-
Fzd5-Goi und pN3-Fzd5-Soi-Fzd7-Goi.

A) Die Insertion der fiir den jeweiligen Rezeptor kodierenden Sequenzen erfolgte liber die Schnittstellen der Restrik-
tionsenzyme Pmel und Acll.

B) Restriktionsverdau des Zielvektors pN3-Fzd5-Soi mit Pmel und Acll.

C) PCR Produkte der Rezeptor-Sequenzen ohne Signalsequenz (ss) mit den Schnittstellen fir Pmel und Acll. Als
Matrize dienten die Vektoren von Origene (Fzd1, 3, 5) sowie von Imagene (Fzd7).

D) Restriktionsanalysen der Fzd-Uberexpressionsvektoren. Positive Klone wiesen nach Doppelverdau durch Pmel
und Acll eine Exzision der klonierten Fzd-Fragmente auf. Die DNA-Bande bei 4136 bp reprasentiert den Zielvektor
pN3-Fzd5-Soi und die untere Bande das jeweilig klonierte Fzd-Fragment. M= Marker, K = Klon, NK = Negativkontrol-
le, RV = Restriktionsverdau.

E) Schematische Darstellung der Uberexpressionsvektoren pN3-Fzd5-Soi-Fzd-Goi.
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Der letzte Klonierungsschritt bestand nun in der Einfihrung eines HA-tags zwischen
der Sequenz, die filir das Signalpeptid codiert, und der codierenden Sequenz fir die
CRD des jeweiligen Fzd-Rezeptors (Abb. 37A). Hierflr wurde zuerst der 47 bp lange tag
mittels Hybridisierung zweier Oligonukleotide generiert (Abb. 37B), welcher danach die
kompatiblen Enden fir die Klonierung ber die Schnittstellen Pvul und Swal aufwies.
Nach Linearisierung der Fzd1-, 3-, 5- und Fzd7-Uberexpressionsvektoren (Abb. 37C)
Uber einen Doppelverdau mit Pvul und Swal konnte im Anschluss daran mittels Ligase-
reaktion der HA-tag in die Vektoren eingebracht werden. Die Sequenzidentitat des HA-
tags wurde Uber DNA-Sequenzierung bestatigt. Das Grundgeriist dieser Vektoren ist in
Abb. 37D dargestellt.

A

Fzd5-ss (Fzd5-Soi)
{ss of interest)

HA-tag, Toi
(tag of interest)

Rezeptor-Sequenz ohne ss, (Fzd-Goi)
(gene of interest)

Xhol Acll

EcoRI

/

Pacl Pvul Swal Pmel

Agel
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 Fzd5-5Soi HA-ta
mit Pvul und Swal mit Pvul und Swal CMV Promotor 8
6000 S |« 5559 6000 b [« 6057
4000 s 4000 = s pUC Origin Fzd-Goi
1500 — - 1500 —
pN3-Fzd5-Soi-
HA-Fzd-Goi
) ) pN3-Fzd5-Soi-Fzd7-Goi HSV-TKPolv A
pN3-FZd5-:OP-FZd5-GOI geschnitten Y
‘tg:scl nlt;e; | mit Pvul und Swal %  MCS
mit Pvul und Swa
- - s0r M NK RV Kanf/NeoF SV40 Poly A
6000 —|| d— |« 5 — [ L
4000 |z 6000 o S| | et < 5751 B F1Origin
S 4000 =] | v SV400Origin - SV40 Promotor
1500 1500 o=~

Abb. 37: Klonierung des HA-tags in die Fzd-Uberexpressionsvektoren.

A) Die Insertion des HA-tags erfolgte Giber die Schnittstellen der Restriktionsenzyme Pvul und Swal.

B) Der HA-tag wurde durch Hybridisierung zweier Oligonukleotide generiert.

C) Restriktionsverdau der Fzd-Uberexpressionsvektoren durch Pvul und Swal als Vorbereitung zur Klonierung des
HA-tags.

D) Schematische Darstellung der Fzd-Uberexpressionsvektoren mit einem N-terminalen HA-tag. Positive Klone
wurden (iber Sequenzierung bestatigt.
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Fiir die Klonierung des Fzd6-Rezeptors kam ebenso der pN3-Fzd5-Soi zum Einsatz,
diesmal aber mit vorhandenem HA-tag im Vektor. Der Aufbau des Fzd6-Rezeptors ist
schematisch in Abb. 38A dargestellt. Im ersten Schritt wurde dem pN3-Fzd5-Soi-HA-
Fzd5-Goi in einem Doppelverdau mit Pmel und Acll die fiir den Fzd5-Rezeptor kodie-
rende Sequenz (1686 bp) ausgeschnitten (Abb. 38B). Nachfolgend wurde in einer PCR
die Nukleinsduresequenz des Fzd6-Rezeptors (2073 bp) ohne Signalsequenz amplifi-
ziert. Als Matrize diente eine aus HEK293 revers transkribierte total-RNA. Fir die PCR
(Abb. 38C) wurden Primer verwendet, die neben den Restriktionsschnittstellen fir
Pmel und Acll noch jeweils 6 bp an die Enden des Amplikons (2093 bp) einfihrten,
welche die Effizienz des nachfolgenden Doppelverdaus mit Pmel und Acll erhéhen
sollten. Darauf erfolgte die Ligationsreaktion des Fzd6-Goi-Fragmentes mit dem linea-
risierten Vektor pN3-Fzd5-Soi-HA. Uber einen analytischen Restriktionsverdau mit
Pmel und Acl/l wurde der Einbau des Fzd6-Goi-Fragments (2073 bp) tberpriift (Abb.
38D) und mit Hilfe einer DNA-Sequenzierung die Sequenzidentitat der Datenbankse-
quenz von Fzd6 (NM_003506) abgeglichen. Der fertiggestellte Vektor ist in (Abb. 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 pUCQOrigin
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
oo i o o
00 Kan®/Neo? SV40 Poly A
F1Origin
SV40 Origin - SV40 Promator

Abb. 38: Klonierung des Uberexpressionsvektors pN3-Fzd5-Soi-HA-Fzd6.

A) Die Insertion der Fzd6-Sequenz erfolgte Gber die Schnittstellen der Restriktionsenzyme Pmel und Acll.

B) Restriktionsverdau des Zielvektors pN3-Fzd5-Soi-HA-Fzd5-Goi mit Pmel und Acll.

C) PCR Produkt der Fzd6-Rezeptor-Sequenz mit den Schnittstellen fiir Pmel und Acl/l.

D) Restriktionsanalyse des pN3-Fzd5-Soi-HA-Fzd6-Goi liber einen Doppelverdau mit Pmel und Acll. Positive Klone
weisen sich durch eine Exzision der Fzd6-Rezeptor-Sequenz (2073 bp) aus. M= Marker, K = Klon, NK = Negativkon-
trolle, RV = Restriktionsverdau.

E) Schematische Darstellung des Uberexpressionsvektors pN3-Fzd5-Soi-HA-Fzd6-Goi mit N-terminalen HA-tag.
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4.4.5 Klonierung von Wnt3 und Wnt3a in den pN3-SoiToiGoi-
Vektor

Fir die Klonierung von Wnt3 und Wnt3a wurde ebenfalls das flexible Klonierungssys-
tem im pN3-SoiToiGoi-Vektor genutzt. Wie auch bei den Fzds wurde die Nukleinsaure-
sequenz, welche fir die Signalsequenz kodiert, unabhangig vom restlichen Wnt-
Fragment und dem HA-tag kloniert (Abb. 39A). Als Signalsequenz wurde die von
Whnt3a (85 bp) gewdhlt und mittels einer PCR wurden die Restriktionsschnittstellen fir
Agel und Pacl sowie zusatzlich jeweils 8 bp an den Enden des Amplikons (101 bp) ein-
gefiihrt (Abb. 39B). Als Matrize fir die PCR diente das pN3-Wnt3a-Plasmid. Nach ei-
nem Doppelverdau des Amplikons und des pN3-SoiToiGoi mit den Restriktionsenzy-
men Agel und Pacl wurde Uber eine Ligationsreaktion das Wnt3a-Soi-Fragment in den
pN3-SoiToiGoi eingebracht. Der dabei generierte pN3-Wnt3a-Soi wurde mittels Rest-
riktionsverdau auf den korrekten Einbau des Wnt3a-Soi-Fragments hin Gberprift (Abb.
39C) und mittels DNA-Sequenzierung wurde die erhaltene Sequenz mit der aus der
Datenbank fiir Wnt3a (NM_033131) abgeglichen. Die schematische Darstellung von
pN3-Wnt3a-Soi zeigt Abb. 39D.

Wnt3a-ss (Wnt3a-Soi) Whnt3a-Soi
(ss of interest) 700
300
Xhol  Agel Pocl Pvul Swal Pmel Acll  EcoRl 100 e 101
/ Flexible cloning site (81 bp) /
pPN3-Wnt3a-Soi
c D Flexible
loni it
Klon L2 3 Wnt3a-Soi cloning site
NK RV RV RV M \//I\/ICS
B CMV Promotor
SV40Poly A
—| [~
6000 —| s
4000 — == L RSED F1Origin
—
2000 — : - :
1500 — === pUC Origin pN3-Wnt3a-Soi
1000 — ===
e o700 4148 bp ' SV40 Promotor
fepese ——
- 300 ¥ SVA40Origin
85 ¥ . 100
HSV-TK Poly A Kan®/Neof

Abb. 39: Klonierung des pN3-Wnt3a-Soi Vektors.

A) Die Insertion der Signalsequenz von Wnt3a erfolgte Gber die Schnittstellen der Restriktionsenzyme Agel und Pacl.
B) PCR-Produkt der Signalsequenz von Wnt3a mit den Schnittstellen fur Agel und Pacl.

C) Restriktionsanalyse dreier positiver Klone Gber Exzision der Wnt3a-Signalsequenz (85 bp) mittels eines Doppel-
verdaus aus Agel und Pacl. NK = Negativkontrolle, M = Marker, RV = Restriktionsverdau.

D) Schematische Darstellung des Uberexpressionsvektor pN3-Wnt3a-Soi.
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Im nachsten Schritt wurden die kodierenden Sequenzen von Wnt3a und Wnt3 jeweils
ohne Signalsequenz in den pN3-Wnt3a-Soi eingebracht (Abb. 41A). Dazu wurden die
Whnt3a- bzw. Wnt3-Sequenz (987 bp bzw. 1028 bp) durch PCR mit elongierten Primern
amplifiziert. Diese fiihrten neben den Restriktionsschnittstellen fiir Pmel bzw. Acll
zusatzlich jeweils 6 bp an den Enden des Amplikons ein (Abb. 41B), was den nachfol-
genden Restriktionsverdau mit Pmel und Acll erleichterte. Als Matrize diente fur
Wnt3a der pN3-Wnt3a und im Fall von Wnt3 cDNA, die aus total-RNA von HEK293-
Zellen hergestellt worden war. Nach Doppelverdau des Amplikons sowie des Zielvek-
tors pN3-Wnt3a-Soi mit Pmel und Acll (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 3388 | —— 4136 L ;: 2000
19(5)8:-7--- — 1« 1048 —:_
1000 1007 ]
720 3 1000

Abb. 40: Klonierung der Uberexpressionsvektoren pN3-Wnt3a-Soi-Wnt3a/Wnt3-Goi (Teil I).

A) Die Insertion der Wnt-Sequenzen erfolgte Uber die Schnittstellen der Restriktionsenzyme Pmel und Acll.

B) PCR-Produkte der Wnt3a- und Wnt3-Sequenzen ohne Signalsequenz mit den Schnittstellen fir Pmel sowie Acll.
C) Restriktionsverdau des Zielvektors pN3-Wnt3a-Soi mit Pmel und Acl/l.

Die erhaltenen Wnt3a- und Wnt3- Uberexpressionsvektoren wurden mittels analyti-
schen Restriktionsverdau auf den korrekten Einbau der Amplikons gepriift (Abb. 41A,
B). AbschlieBend wurde ein Alignment mit den aus der DNA-Sequenzierung und den
aus der Datenbank fir Wnt3a (NM_033131) und Wnt3 (NM_030753) erhaltenen Se-
quenzen durchgefiihrt. Eine schematische Ubersicht dieser Vektoren ist in Abb. 41C

dargestellt.
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Abb. 41: Klonierung der Uberexpressionsvektoren pN3-Wnt3a-Soi-Wnt3a/Wnt3-Goi (Teil Il).

A) Restriktionsanalyse des Uberexpressionsvektors pN3-Wnt3a-Soi-Wnt3a-Goi mittels eines Restriktionsverdaus aus
Pmel und Acll sowie Exzision des Wnt3a-Goi-Fragments (987 bp).

B) Restriktionsanalyse des Uberexpressionsvektors pN3-Wnt3a-Soi-Wnt3-Goi durch einen Restriktionsverdau mit
Pmel und Acll sowie Exzision des Wnt3-Goi-Fragments (1028 bp). M= Marker, RV = Restriktionsverdau.

C) Schematische Darstellung der Uberexpressionsvektoren pN3-Wnt3a-Soi-Wnt3a-Goi und pN3-Wnt3a-Soi-Wnt3-
Goi.

Im letzten Schritt wurde in die Wnt-Uberexpressionsvektoren noch ein N-terminaler
HA-tag 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 HA-tags in die Uberexpressionsvektoren pN3-Wnt3a-Soi-Wnt3a/Wnt3-Goi (Teil I).
Die Insertion des HA-tags erfolgte (iber die Schnittstellen der Restriktionsenzyme Pvul und Swal.

Nach Linearisierung der Wnt3a- und Wnt3-Uberexpressionsvektoren durch Doppelver-
dau mit Pvul und Swal (Abb. 43A, B) wurde der HA-tag mittels einer Ligationsreaktion
in die Vektoren eingebracht. Der Einbau des HA-tags wurde hierbei iber einen analyti-
schen Restriktionsverdau Uberprift (Abb. 43C, D). Abb. 43E zeigt die schematische
Darstellung von pN3-Wnt3a-Soi-HA-Wnt3a/Wnt3-Goi.
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A pN3-Wnt3a-Soi B pN3-Wnt3a-Soi E
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Abb. 43: Klonierung des HA-tags in die Uberexpressionsvektoren pN3-Wnt3a-Soi-Wnt3a/Wnt3-Goi (Teil Il).

A) Restriktionsverdau des Zielvektors pN3-Wnt3a-Soi-Wnt3a-Goi mit Pvul und Swal.

B) Restriktionsverdau des Zielvektors pN3-Wnt3a-Soi-Wnt3-Goi mit Pvul und Swal.

C) Restriktionsanalyse des pN3-Wnt3a-Soi-HA-Wnt3a-Goi mit Pvul und Swal.

D) Restriktionsanalyse des pN3-Wnt3a-Soi-HA-Wnt3-Goi mit Pvul und Swal.

E) Schematische Darstellung der Uberexpressionsvektoren pN3-Wnt3a-Soi-HA-Wnt3a-Goi und pN3-Wnt3a-Soi-HA-
Wnt3-Goi.

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

Aufgrund des hohen Verwandtschaftsgrades innerhalb der Frizzled- und Wnt-Familie —
mit bis zu 75 % bzw. 95 % Sequenzidentitdt zwischen einzelnen Mitgliedern der Fami-
lien — sind bislang nur wenig spezifische Antikorper kauflich zu erwerben. Aufgrund
dieser Tatsache wurden deshalb HA-getaggte Proteine ektopisch exprimiert, um diesen
Uber Anti-HA-Antikdrper nachweisen zu kénnen.

Der Nachweis der Uberexpression wurde zunichst in HEK293 Zellen durchgefiihrt. In
Abb. 45A und B sind Western-Blots von Zelllysaten der beiden verschiedenen Uberex-
pressionsansatze fur Fzdl und Fzd5 vergleichend nebeneinander dargestellt. Im Fall
der pN3-SoiToiGoi-Konstrukte wiesen die Proteinbanden ein hoheres Molekularge-
wicht auf. Dies ist auf die Einbringung von Spacersequenzen zusammen mit dem HA-
tag zurlickzufiihren. Sowohl bei Fzd1 als auch bei Fzd5 und Fzd7 war jeweils eine aus-
gepragte Doppelbande im Western Blot nachweisbar, wobei die untere der beiden
Banden im Vergleich zum errechneten Molekulargewicht eine um etwa 10 kDa gerin-
gere Masse aufwies. Die Uberexpression von Fzd3 (Abb. 45C) zeigte ebenfalls eine
Bande bei geringerem Molekulargewicht (65 kDa anstelle des erwarteten Molekular-
gewichts von 76 kDa).
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Abb. 44: Ektopische Expression von HA-Fzd1, 3, 5, 6 und 7 in HEK293-Zellen.

Die Immundetektion wurde mittels eines Anti-HA-Antikorpers durchgefihrt.

A) Vergleichende Uberexpression von HA-Fzd1l mittels pN3-HA-Fzd1 und pN3-Fzd5-Soi-HA-Fzd1-Goi in HEK293-
Zellen. Die Lysate wurden an Tag 2 nach Transfektion generiert.

B) Vergleichende Uberexpression von HA-Fzd5 mittels pN3-HA-Fzd5 und pN3-Fzd5-Soi-HA-Fzd5-Goi in HEK293-
Zellen. Die Lysate wurden an Tag 2 nach Transfektion generiert.

C) Uberexpression von HA-Fzd3, 6 sowie von 7 in HEK293-Zellen an Tag 2 nach Transfektion.

Auch der funktionelle Nachweis der HA-Wnt3a und HA-Wnt3-Uberexpressions-
konstrukte (Abb. 45) wurde in HEK293-Zellen durchgefiihrt. Basierend auf der Gege-
benheit, dass es sich hierbei um sezernierte Molekile handelt, wurden nicht nur die
Zelllysate, sondern auch die jeweiligen Zellkulturliberstande mittels Western Blot ana-
lysiert. Wie Abb. 45 zeigt, war die Uberexpression hauptsichlich in den Zelllysaten
nachweisbar, wahrend in den Zellkulturiiberstidnden nur eine geringe Menge Wnt3a
detektiert werden konnte. Zudem zeigte sich bei der Wnt3a-Uberexpression eine Dop-
pelbande. Die Molekulargewichte der detektierten Banden stimmten mit den erwarte-
ten Molekulargewichten weitgehend lberein.
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Abb. 45: Ektopische Expression von HA-Wnt3 und HA-Wnt3a in HEK293-Zellen.
Die Immundetektion wurde mittels eines Anti-HA-Antikérpers durchgefiihrt. Ektopische Expression von Wnt3 und
Whnt3a in den HEK293-Zellen. Die Zellkulturiiberstande wurden an Tag 2 abgenommen. Auch am gleichen Tag

wurden die Lysate generiert. Die beiden Bilder zeigen unterschiedlich lang belichtete (links 5 Min und rechts 1,5 Std)
Filme einer Membran.

Im nachsten Schritt wurde die Uberexpression von Fzd5 mittels des pN3-HA-Fzd5-
Konstruktes in hMSC auf RNA-Ebene (Abb. 46) wie auch auf Proteinebene (Abb. 47)
evaluiert. Auf RNA-Ebene lag die Uberexpression an Tag 1 bei 63 % der GAPDH-
Expression. Dies entsprach im Vergleich zu den Mock-transfizierten Kontrollansatzen
mit etwa 1 % der GAPDH-Expression einer Steigerung der Fzd5-Kopienzahl auf das
58fache, wahrend an Tag 7 die Expressionssteigerung auf das 4,5-fache zuriickging.
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Abb. 46: Fzd5-Uberexpression in hMSC auf mRNA-Ebene.
Ektopische Expression von Fzd5 nach Transfektion von pN3-Fzd5. Fir die Quantifizierung wurden 12,5 ng cDNA

eingesetzt. Die Kopienzahlen wurden auf die GAPDH-Expression normalisiert. Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD
eines Triplikat-Ansatzes. **P< 0,01; ***P< 0,001.
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Auf Proteinebene konnte das HA-Fzd5-Konstrukt sowohl tber den Anti-HA-Antikorper
als auch Uber einen Anti-Fzd5-Antikoérper detektiert werden. Es zeigte sich — wie auch
bei HEK293-Zellen — eine Doppelbande. Allerdings wies die obere Bande eine deutlich

schwdachere Intensitat auf.
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Abb. 47: Uberexpression von HA-Fzd5 in hMSC auf Proteinebene

Auf Protein-Ebene wurden die Lysate an Tag 3 nach Transfektion generiert. Die Detektion erfolgte mit dem Anti-HA-
Antikdrper und mittels eines Anti-Fzd5-Antikdrpers. PK = Positivkontrolle, fiir diese wurde ein Lysat nach Uberex-
pression von Fzd5 in HEK293-Zellen aufgetragen.

Im Vergleich zur HA-Fzd5-Uberexpression wies die ektopische Expression von HA-Wnt3
eine deutlich hohere Expression auf. So war HA-Wnt3 an Tag 1 im Vergleich zu HA-Fzd5
18fach starker exprimiert (Abb. 48). In Relation zur Negativkontrolle (pN3-Mock) mit
Kopienzahlen weniger als 1 % der GAPDH-Expression wiesen die mit pN3-Wnt3a-Soi-
HA-Wnt3-Goi transfizierten hMSC eine mehr als 3000fach héhere Expressionsrate auf.
Auch an Tag 3 und Tag 6 nach Transfektion waren die normalisierten Kopienzahlen von
HA-Wnt3 mit 255 % bzw. 125 % der GAPDH-Expression relativ hoch (Abb. 48).
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Abb. 48: Uberexpression von HA-Wnt3 in hMSC.

Verlauf der Uberexpressionsraten nach Transfektion von pN3-Wnt3a-Soi-HA-Wnt3-Goi. Zur Quantifizierung der
Transkriptmenge wurden jeweils 12,5 ng cDNA eingesetzt. Die Kopienzahlen wurden auf die GAPDH-Expression
normalisiert. Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eines Triplikat-Ansatzes. **P< 0,01; ***P< 0,001.

82



ERGEBNISSE

4.4.7 Ektopische Expression von Fzds in TCF/LEF-Reporter-hMSC

Mit dem Ziel den Einfluss der ektopischen Expression von Fzd-Rezeptoren auf den
Wnt/B-Catenin-Weg in hMSC zu evaluieren, wurden stabile TCF/LEF-Reporter-hMSC-
Populationen mit verschiedenen pN3-Fzd5-Soi-HA-Fzd-Goi-Konstrukten transfiziert.
Eine Ausnahme hierzu stellte Fzd8 dar, welcher im Vektorgerist des pN3 vorlag. Wie
aus Abb. 49 hervorgeht, zeigte sich unter basalen Bedingungen an Tag 5 nach Uberex-
pression von Fzd3, 5 und 8 im Vergleich zur Negativkontrolle (rote Linie) eine signifi-
kante Steigerung der Gaussia-Luciferase-Aktivitat. Unter Wnt3a-Stimulation ergab sich
ein verandertes Bild. Die ektopische Expression von Fzd3, 5, 6 und 8 ging mit einer
signifikanten Steigerung der Gaussia-Luciferase-Aktivitidt einher, wobei die Uberex-
pression von Fzd3 bzw. Fzd6 die hochsten Reporterprotein-Aktivitaten zeigten.
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Abb. 49: Uberexpression der pN3-Fzd-SoiToiGoi-Konstrukte in TCF/LEF-Reporter-hMSC.

Fur die NK (Negativkontrolle) wurden die Zellen mit pN3-Mock transfiziert. Die Zellkulturiiberstande wurden an Tag
5 abgenommen und die gemessenen RLUs (relative light units) auf die Gesamtproteinmenge normalisiert und
relativ zur NK der nicht-stimulierten Ansdtze bezogen. Die rote Linie stellt den Gaussia-Aktivitatslevel der NK aus
den nicht-stimulierten Ansdtzen dar. Die griine Linie zeigt den Gaussia-Aktivitdtslevel der NK unter Wnt3a-
Stimulation. Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eines Triplikat-Ansatzes. *P< 0,05; **P< 0,01; ***P< 0,001.
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4.4.8 Ektopische Expression von Wnts in TCF/LEF-Reporter-
hMSC

Die Uberexpression der Wnt-Liganden Wnt3a und Wnt3 wiesen starke Unterschiede in
der Gaussia-Luciferase-Aktivitat auf (Abb. 50). So war schon an Tag 1 nach Transfektion
der Wnt3-Konstrukte eine Aktivierung des Reportergens zu beobachten; dieses Gaus-
sia-Luciferase-Niveau lag in einem vergleichbaren Bereich wie nach Stimulation mit
rhWnt3a. An Tag 3 und 7 war nach Transfektion des Wnt3-Plasmids die héchste Repor-
tergen-Aktivitat messbar — deutlich héher als die nach Stimulation mit rhWnt3a. Die
HA-getaggte Variante von Wnt3 zeigte im Vergleich hierzu niedrigere Gaussia-
Luciferase-Aktivitaten. Demgegeniiber waren bei der Transfektion der Wnt3a-
Konstrukte deutlich niedrigere Reportergen-Aktivitaten zu verzeichnen, wobei aller-
dings die HA-getaggte Variante von Wnt3a ein hdheres Aktivierungspotential als
Wnt3a ohne HA-tag aufwies.
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Abb. 50: Ektopische Expression von Wnt3a/HA-Wnt3a und Wnt3/HA-Wnt3 in TCF/LEF-Reporter-hMSC.

Die RLUs wurden an Tag 1, 3 und 5 bestimmt und Uber die Gesamtproteinmenge normalisiert. Die rote Linie stellt
den Gaussia-Aktivitatslevel der pN3-Mock (NK) transfizierten TCF/LEF-Reporter-hMSC dar. Im Fall der Uberexpres-
sionen von Wnt3 bzw. Wnt3a und den korrespondierenden HA-tag-Varianten wurden die jeweiligen SoiToiGoi-
Konstrukte transfiziert. Vergleichend hierzu wurden pN3-Mock-transfizierte TCF/LEF-Reporter-hMSC mit rekombi-
nantem humanem Wnt3a (rhWnt3a) stimuliert. Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eines Triplikat-Ansatzes.*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 Knockdown- bzw. Uberexpressionsstudien bzgl. Fzd5 gezeigt hatten, dass
dieser Fzd-Rezeptor einen nachhaltigen Einfluss auf den Wnt/B-Catenin-Signalweg
ausibt, wurde im Anschluss daran die Beteiligung dieses Wnt-Rezeptors an der Wnt-
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 das Wnt-Zielgen Cyclin D1 mal3-
geblich am Ubergang der G1 zur S-Phase beteiligt ist (Resnitzky et al. 1994). Vor die-
sem Hintergrund wurde deshalb nach Knockdown von Fzd5 an Tag 1, 3 und 7 aus den
hMSC RNA isoliert und mittels einer qRT-PCR die Transkriptmenge von Cyclin D1 be-
stimmt (Abb. 51). Dies erfolgte sowohl unter basalen Bedingungen als auch nach Sti-
mulation mit hWnt3a. Dabei zeigte sich, dass 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 Wnt3a-Stimulation stark erhoht, was die Eigen-
schaft von Cyclin D1 als positives Wnt-Zielgen widerspiegelt.
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Abb. 51: Cyclin D1-Expression nach Fzd5-Knockdown unter basalen und Wnt3a-stimulatorischen Bedingungen.
Mittels gRT-PCR erfolgte die Bestimmung der mRNA-Expression von Cyclin D1 in nc-(NK) bzw. Fzd5-siRNA (Fzd5-KD)
transfizierten hMSC an Tag 1, 3 und 7. Fiir eine gRT-PCR wurden 12,5 ng cDNA eingesetzt. Die Kopienzahlen wurden
auf die GAPDH-Expression normalisiert und relativ zur Negativkontrolle unter basalen Bedingungen an Tag 1 ge-
setzt. Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eines Triplikat-Ansatzes. *P< 0,05; **P< 0,01.
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4.5.2 Proliferation

Nach RNAi gegen Fzd5 zeigte sich bei mikroskopischen Analysen, dass die Zellzahl im
Fzd5-Knockdown-Ansatz deutlich verringert war (Abb. 52A, B).

Negativkontrolle an Tag 7 Fzd5-KD an Tag 7

Abb. 52: Transfektion von hMSC in der 5. Passage mit nc-siRNA (A) bzw. Fzd5-siRNA (B).
Die Bilder wurden an Tag 7 nach der Transfektion der jeweiligen siRNA am Mikroskop erstellt (Skalierungsbalken =
200 pm).

Deshalb wurde die Zellzahl mit Hilfe des CyQuant-Assays an Tag 7 nach Knockdown
von Fzd5 sowohl unter unstimulierten als auch unter Wnt3a-stimulatorischen Bedin-
gungen bestimmt (Abb. 53). Dabei fiihrte der Knockdown von Fzd5 unter beiden Be-
dingungen zu einer deutlichen Abnahme der Zellzahl. Hierbei war die Reduktion unter
stimulatorischen Bedingungen starker ausgepragt. Wahrend nach Fzd5-Knockdown
unter basalen Bedingungen eine Abnahme der Zellzahl um knapp 30 % zu beobachten
war, halbierte sich die Zellzahl unter Wnt3a-stimulatorischen Bedingungen.
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Abb. 53: Zellzahlbestimmung von hMSC nach Knockdown von Fzd5.

Die Zellzahlen wurden an Tag 7 nach Transfektion mit Hilfe des CyQuant-Assays bestimmt und auf die Zellzahlen der
Negativkontrolle (nc-siRNA) unter unstimulierten Bedingungen normalisiert. Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD
eines Triplikat-Ansatzes. ¥*P< 0,05; **P< 0,01.
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4.5.3 Apoptose und Nekrose

Da neben einer Reduktion der Proliferationsrate auch Apoptose-Vorgiange am Riick-
gang von Zellzahlen beteiligt sein konnen, wurde mittels eines Apoptose-Assay der
Knockdown von Fzd5 bzw. Fzd8 in hMSC untersucht. Wie aus Abb. 54A ersichtlich,
wiesen dabei apoptotische Zellen vermittelt durch Fluorescein eine griinliche Farbung
und nekrotische Zellen zusatzlich, aufgrund des in die DNA interkalierenden Farbstoffs
Propidiumiodid, einen rotlichen Zellkern auf. Auffallend war, dass das Farbemuster
vorwiegend nekrotische jedoch 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 Fzd8-siRNA 16 % der
Zellen nekrotisch waren, was gegeniber der Transfektion mit nc-siRNA (NK) einer 4-
fach hoheren Zahl an nekrotischen Zellen entspricht. Dagegen zeigte sich im Fall des
Knockdown von Fzd5 kein Unterschied im Anteil der nekrotischen Zellen im Vergleich
zur Negativkontrolle.
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Abb. 54: Annexin V-Apoptose-Assay nach Fzd5- bzw. Fzd8-Knockdown.

Die Zellen wurden an Tag 3 mit einer Losung von Fluorescein-markiertem Annexin V und Propidiumiodid inkubiert.
Als Negativkontrolle wurden die Zellen mit nc-siRNA transfiziert.

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

B) Auszdhlung aller apoptotischen und nekrotischen Zellen eines Gesichtsfeldes bei 1000facher VergroBerung
(Skalierungsbalken = 100 pum).
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4.6 Transiente und stabile Uberexpression von Fzd5

Aufgrund der Tatsache, dass der Knockdown von Fzd5 mit einer Verringerung der Cyc-
lin D1-Kopienzahlen sowie mit einer Proliferationsabnahme assoziiert war, sollte in
nachfolgenden Versuchen die Wirkung der ektopischen Expression von Fzd5 hinsicht-
lich der obengenannten Parameter naher evaluiert werden.

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

Wie auch beim Knockdown wurden als Wnt-Zielgen die Transkriptmengen von Cyclin
D1 quantifiziert. Dabei zeigte sich unter unstimulierten Bedingungen signifikant an Tag
3 und 7 eine leichte Steigerung der Cyclin D1-Kopienzahl (Abb. 55). Unter Wnt3a-
Stimulation und gleichzeitiger Uberexpression von Fzd5 zeigten sich jedoch keine Aus-
wirkungen auf die Cyclin D1-Kopien im Vergleich zur Negativkontrolle.
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Abb. 55: Cyclin D1-Expression nach ektopischer Expression von Fzd5 unter basalen und Wnt3a-stimulatorischen
Bedingungen.

Mittels qRT-PCR erfolgte die Bestimmung der mRNA-Expression von Cyclin D1 in pN3-Mock- bzw. pN3-Fzd5-
transfizierten hMSC an Tag 1, 3 und 7. Die Transkriptmengen pro Ansatz wurden in 12,5 ng cDNA quantifiziert. Die
Kopienzahlen wurden auf die GAPDH-Expression normalisiert und relativ zur Negativkontrolle unter basalen Bedin-
gungen an Tag 1 gesetzt. Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eines Triplikat-Ansatzes. *P< 0,05; **P< 0,01.

Zur Bestimmung der Zellzahl nach Uberexpression von Fzd5 wurde der CyQuant-Assay
durchgefihrt. Im Vergleich zu den Mock-transfizierten Zellen zeigte sich kein Einfluss
der Fzd5-Uberexpression auf die Proliferation der hMSC (Abb. 56).
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Abb. 56: Zellzahlbestimmung von hMSC nach Uberexpression von Fzd5.
Die Zellzahlen wurden nach Transfektion der Plasmide pN3-Mock bzw. pN3-Fzd5 an Tag 7 mit Hilfe des CyQuant-
Assays bestimmt. Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eines Triplikat-Ansatzes.

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

Der Vorteil einer stabilen Transfektion liegt darin, dass es zu einer persistierenden
Akkumulation der durch das Transgen kodierten Genprodukte kommt. Dies beruht im
Allgemeinen auf einer Integration des Transgen-tragenden Plasmids in das Genom der
Zelle, wodurch Langzeiteffekte einer ektopischen Expression untersucht werden kon-
nen. In Abb. 57 ist die relative transkriptionelle Expression in den stabil Fzd5-
transfizierten hMSC-Populationen dargestellt.

5000
4500
4000
3500 y

* 3k %k

4

300 +
250 -
200 ~

Relative Expression [%]

Abb. 57: Stabile Uberexpression von Fzd5 in unterschiedlichen hMSC-Populationen.

Die RT-PCR wurde mit 12,5 ng cDNA pro Ansatz durchgefiihrt. Die Kopienzahlen wurden auf die Fzd5-Expression der
Kontrolle (attB-Mock #2) normalisiert (rote Linie). Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eines Triplikat-Ansatzes. *P<
0,05; **P< 0,01; ***P< 0,001.
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Aus urspriinglich 40 transfizierten 6-well-Kavitdten waren 10 hMSC-Populationen her-
vorgegangen, welche eine Antibiotikaresistenz (G418) besallen. Bei 5 der 10 Populati-
onen wurde eine Reduktion der Fzd5-Expression im Vergleich zur Kontrollpopulation
(pN3-attB-Mock #2) beobachtet. Nur die Populationen #15 sowie #19 wiesen eine
360fache bzw. 30fache Uberexpression von Fzd5 auf. Dies spiegelte sich auch in der
Expressionsrate des Wnt-Zielgens Cyclin D1 wider, welche in beiden stabil Fzd5-

Uberexpremierenden hMSC-Populationen im Vergleich zur Mock-Kontrolle 17fach bzw.
32fach erhoht war (Abb. 58).
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Abb. 58: Cyclin-D1 Expression in stabil Fzd5-iiberexprimierenden hMSC-Populationen.

Die Kopienzahlen wurden auf die Cyclin D1-Expression der Kontrolle (attB-Mock #2) normalisiert. Die Ergebnisse
sind Mittelwerte + SD eines Triplikat-Ansatzes. **P< 0,01; ***P< 0,001.
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5 DISKUSSION

Der Wnt/B-Catenin-Signalweg nimmt im Signaltransduktionsnetzwerk von mesenchy-
malen Stammazellen eine zentrale Rolle bei der Steuerung von Stammzelleigenschaften
ein, wodurch Selbsterneuerung, Invasivitat und Differenzierungskapazitat nachhaltig
beeinflusst werden (Nusse et al. 2008; Neth et al. 2006). Aufgrund der wachsenden
Bedeutung von Stammzelltherapien mit hMSC (Abdallah und Kassem 2008), kommt
der Funktionsaufklarung der Komponenten, welche an der Signalintegration des
Whnt/B-Catenin-Signalweges beteiligt sind, eine besondere Bedeutung zu. Dabei steht
am Anfang der Wnt/B-Catenin-Signalkaskade der terndre Komplex aus Frizzled-
Rezeptor, LRP-Korezeptor und Wnt-Ligand. Wahrend in den Arbeiten von Herrn Dr.
Thomas Kolben und Frau Dr. Marisa Karow (Kolben 2011; Karow 2008; Kolben et al.
2012; Perobner et al. 2012) die Expression aller Mitglieder der Fzd-Familie sowie der
beiden Korezeptoren LRP5 und LRP6 in hMSC nachgewiesen wurden, konnte im Rah-
men der hier vorliegenden Arbeit die mRNA von 8 der 19 Wnts in hMSC detektiert
werden.

Um die Aktivitat des Wnt/B-Catenin-Signalweges quantifizieren zu konnen, bestand ein
Teil der hier vorliegenden Arbeit in der Etablierung des TCF/LEF-Reporter-Systems in
hMSC. Mit diesem Reporter-System war es moglich, die Wirkung unterschiedlicher
Aktivatoren und Inhibitoren des Wnt/B-Catenin-Signalweges auf hMSC bei unter-
schiedlichen Zellkulturbedingungen zu untersuchen. Weiter wurden tUber RNAi gegen
einzelne Fzd-Rezeptoren sowie Fzd-Uberexpressionsstudien in TCF/LEF-Reporter-hMSC
Rezeptoren identifiziert, welche an der Initiation eines Wnt/B-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 Wnts nachgewiesen. In der ersten Spalte der Tab. 18 sind die exprimierten
Mitglieder der Wnt-Familie in hMSC Prockop dargestellt.

hMSC Etheridge Boland Okoye Shen Sercan
Prockop et al. (2004) |etal.(2004) |etal.(2008) |etal.(2009) |etal.(2010)
Wwnt1 - - v - -
Wnt2 - v - v v -

Tab. 18: Vergleich der Wnt-Expression in hMSC aus unterschiedlichen Studien.
In der ersten Spalte ist das Wnt-Expressionsmuster aus der hier vorliegenden Arbeit dargestellt, nachfolgend die
Ergebnisse von 5 anderen Arbeitsgruppen. Alle Ergebnisse beruhen auf qualitativen Analysen. n.b. = nicht bestimmt.

Beim Vergleich der Ergebnisse der 6 Studien fallt besonders die Expression von Wnt2b,
3, 5a, 5b, 93, 10b und 16 auf, da diese in mindestens 4 der 6 Arbeiten nachgewiesen
werden konnten. Dies ldsst den Schluss zu, dass es sich hier um ein spezifisches Wnt-
Expressionsmuster handelt, welches charakteristisch fiir hMSC ist. Dagegen war in
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 teilweise sehr deutlich.
Wahrend im Fall der Arbeitsgruppe von Okoye et al. (2008) 13 der 19 Wnts detektiert
wurden, gelang dies im Rahmen der Arbeit von Sercan et al. (2010) nur fiir Wnt3 und
Wntl10a in 8 der 16 untersuchten hMSC-Populationen. Diese Diskrepanz in der Anzahl
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der exprimierten Wnts spiegelt zum einen die Heterogenitdt innerhalb (Motaln et al.
2010) und zwischen hMSC-Populationen wieder, welche sich auf die unterschiedlichen
Ursprungsgewebe der hMSC, dem Alter sowie dem Gesundheitszustand der Spender
grindet (Kern et al. 2006; Stolzing et al. 2008). So vermuten Sercan et al. (2010) in
ihrer Arbeit, dass die geringen Ubereinstimmungen im Wnt-Expressionsmuster der 16
getesteten hMSC-Populationen auf die Spannbreite des Spenderalters (4 bis 82) zu-
rickzufiihren sei. Dies wird auch durch die Arbeit von Shen et al. (2009) bestatigt, bei
der gezeigt werden konnte, dass einige Wnts hinsichtlich des Spendenalters
differentiell exprimiert werden.

In der hier vorliegenden Arbeit zeigte ein Vergleich der Wnt-Expressionsmuster von
hMSC und HT1080 (Tab. 19), das sich diese lediglich durch das Vorkommen von Wnt16
in hMSC und von Wnt4 in HT1080 unterschieden. Damit teilen beide Zellpopulationen
ein dhnliches Wnt-Expressionsprofil, was als eine Konsequenz des mesodermalen Ur-
sprungs der HT1080-Zelllinie 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 deckt sich das Wnt-Expressionsmuster in den HEK293
aus der vorliegenden Arbeit grofSteils mit dem aus der Promotionsschrift von Dr. Ro-
man Anton (2008). Ausnahmen dabei sind eine fehlende Expression von Wnt6 und 16
und eine zusatzliche Expression von Wnt8a. Die relativ hohe Anzahl an exprimierten
Whnts ldsst auf die embryonale Herkunft der HEK293-Zelllinie schlielRen.

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

hMSC I A 7 e - v | v |- |- v |- - v |- - v - v
HT1080 |- |- | ¥ | YV | - v | v | v |- |- v |- - v |- - v - -
HEK293 | - |- |V |V |V |V |V | ¥ |V |- v |- - v | v |- v v | ¥

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

Die Tatsache, dass in allen drei Zellpopulationen neben unterschiedlichen Fzd-
Rezeptoren und den Korezeptoren LRP5 und LRP6 auch zahlreiche Wnts exprimiert
werden, legt den Schluss nahe, dass eine basale Aktivitdit des Wnt/B-Catenin-
Signalweges Uber auto- bzw. parakrine Sekretion der Wnts induziert wird (Etheridge et
al. 2004).

Dies wirft die Frage auf, welche der aus Tab. 19 exprimierten Wnts die basale Aktivitat
des Wnt/B-Catenin-Signalweges in hMSC steuern kdonnten. Mogliche Kandidaten hier-
fur waren Wnt2b, Wnt3 sowie Wnt3a, denn diese werden neben Wntl, 8a und 8b zu
den kanonischen Wnts gezahlt, da sie als starke Aktivatoren des Wnt/B-Catenin-
Signalweges fungieren konnen (Li et al. 2006; Liu et al. 2011a). Ein weiterer Kandidat
ist Wnt10b, das bei Uberexpression in hMSC zu einer erhéhten Aktivitit des Wnt/pB-
Catenin-Signalweges flihrt, was wiederum mit einer gesteigerten Expression des Wnt-
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Zielgens Cyclin D1 assoziiert ist (Bennett et al. 2007). Dagegen weisen Wnt10b’-
Mause eine massive Reduktion der mMSC in der Stammzellnische auf (Stevens et al.
2010). Nicht kanonische Wnt-Liganden zeigen in neueren Studien ein ambivalentes
Verhalten, welches eine klare Einteilung in die beiden Klassen erschwert (Kuhl et al.
2000). Hierbei scheint, dass neben dem Expressionsmuster der Wnts vor allem der
jeweilige Rezeptorkontext eine wichtige Rolle bei der Initiation des Wnt/B-Catenin-
Signales spielt (Li et al. 2006; van Amerongen und Nusse 2009).

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

Die beiden Inhibitoren sFRP1 und WIF1 gehoren zur Gruppe der sekretierten Wnt-
Inhibitoren, die direkt mit den Wnt-Molekdlen interagieren kénnen und als Folge eine
Interaktion mit den Fzd-Rezeptoren unterbinden (Bhat et al. 2007; Malinauskas et al.
2011). So fuhrt die Abwesenheit dieser Inhibitoren zu einer erhéhten Aktivitdt des
Whnt/B-Catenin-Signalweges und ibereinstimmend mit diesen Beobachtungen konnten
verschiedene Arbeitsgruppen nachweisen, dass in unterschiedlichen Tumoren die
Expression von sFRP1 sowie WIF1 durch epigenetische Inaktivierung herabreguliert ist
(Kansara et al. 2009; Kinoshita et al. 2011; Meng et al. 2011). Weiter spielen beide
Inhibitoren eine wichtige Rolle in der Differenzierung von MSC. So wies die Arbeits-
gruppe um Gaur et al. (2006) nach, dass sFRP1 und WIF1 in der friihen Chondrogenese
vermehrt gebildet werden, wahrend in sFRP17-M3usen mMSC bevorzugt in die osteo-
gene Linie differenzieren, was eine erhdhte Knochenmasse zur Folge hatte (Gaur et al.
2009). Diese Arbeiten lassen den Schluss zu, dass die Feinabstimmung der Aktivitat des
Wnt/B-Catenin-Signalweges Uber die inhibierende Wirkung von sFRP1 einen groRen
Einfluss darauf nimmt, ob MSC in die chondrogene oder osteogene Richtung differen-

zieren.

Die in der hier vorliegenden Arbeit in hMSC nachgewiesene Expression von sFRP1 ldsst
nun vermuten, dass diese Feinabstimmung auch am basalen Wnt/B-Catenin-Status der
hMSC beteiligt ist. Dies wird gestitzt durch Ergebnisse aus der Arbeit von Sercan et al.
(2010). Wahrend hier in allen 16 untersuchten hMSC-Populationen eine Expression
von sFRP1 detektiert wurde, zeigte sich fiir die anderen Familienmitglieder sFRP2, 3, 4
und 5 ein deutlich divergenteres Expressionsmuster. Somit konnte sFRP1 mafgeblich
an einem negativen Riickkopplungsmechanismus beteiligt sein, um eine Uberschie-
Rende Aktivitdt des Wnt/B-Catenin-Signalweges in hMSC zu vermeiden (Nemeth und
Bodine 2007). Die im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesene Expression von sFRP1 in
den HT1080-Zellen konnte durch den mesodermalen Ursprung dieser Tumorzelllinie
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erklart werden. Aufgrund des qualitativen Ansatzes ldsst sich jedoch nicht kldaren, ob
das Expressionsniveau im Vergleich zu hMSC differiert. Jedoch ist gegenliiber hMSC
eine verminderte Expression zu erwarten, da eine Herabregulierung der sFRP1-
Expression in vielen Magen-, Leber,- Kolon- und Schleimhautkarzinomen beobachtet
wurde (Caldwell et al. 2004; Meng et al. 2011; Wu et al. 2012; Zhao et al. 2007). Uber-
raschend zeigte sich im Fall der HEK293 sowohl eine Expression von sFRP1 und WIF1,
aber auch hier ware die quantitative Expression zur Interpretation des Ergebnisses von
nachhaltiger Bedeutung. Denkbar ware aber auch, dass in den HEK293 aufgrund der
groBen Anzahl der exprimierten Wnts die Sequestrierung nicht kanonischer Wnts
durch sFRP1 und WIF1 eine Steigerung des Wnt/B-Catenin-Signalweges bewirkt
(Bovolenta et al. 2008).

5.3 Das Fzd-Expressionsprofil in hMSC

Die quantitativen Analysen zeigten eine Expression aller bisher in Vertebraten be-
schriebenen Mitglieder der Fzd-Familie. Damit bestatigen diese auch die friiheren
Ergebnisse von Dr. Thomas Kolben (Kolben 2011). In der hier vorliegenden Arbeit wur-
de jedoch zur relativen Quantifizierung der mRNA-Kopienzahlen statt der AACt-
Methode (Livak und Schmittgen 2001) die relative Quantifizierung mit externen Stan-
dards verwendet (Rasmussen 2001). Vorteil beim Einsatz von Standardkurven ist die
Berucksichtigung der Effizienz der qRT-PCR-Reaktion. Dadurch kénnen die Verhaltnisse
der Fzd-Expressionslevel zueinander realistisch abgebildet werden, was unmittelbare
Vergleiche der verschiedenen Fzd-Expressionen ermoglicht. Dies ergab nun fiir Fzd1
und Fzd2 die starkste Expression in hMSC, gefolgt von Fzd7 und Fzd8. Dagegen wiesen
die Ubrigen Fzds mit weniger als 3 % der Fzd1-Kopienzahlen eine relativ geringe Ex-
pression auf. Wobei Fzd3 und Fzd10 mit einer Expression, die relativ zu der von Fzd1
unter einer Promille liegt, die geringsten Werte zeigten.

Im Vergleich zu rein qualitativen Arbeiten fallt zuerst auf, dass neben der einzigen
semiquantitativen Studie von Boland et al. (2004) nur noch in der hier vorliegenden
Arbeit alle Vertreter der Fzd-Familie detektiert wurden (Tab. 20). In Ubereinstimmung
mit den semiquantitativen Analysen zeigten Fzd3, 9 und 10 auch in unseren quantitati-
ven Versuchen sehr niedrige Expressionsniveaus. Wahrend die Arbeitsgruppe um
Okoye et al. (2008) 9 der 10 bekannten Fzds nachweisen konnten, wurden in den Stu-
dien um Sercan et al. (2010) und Etheridge et al. (2004) nur 5 Fzd-Rezeptoren detek-
tiert. In diesem Zusammenhang ist anzumerken, dass in allen erwdahnten Studien bis
auf die hier vorliegende Arbeit fiir die RT-PCR mehr als 250 ng RNA eingesetzt wurden.
Im Gegenzug wurde in den hier durchgefiihrten gRT-PCR-Analysen die Zyklenzahl von
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35 auf 45 erhoht, wodurch eine Detektion von Fzd9 und 10 erst moglich wurde (Kolben
2011).

Fzd | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
hMSC Prockop v v v v v v v v v v
Etheridge et al. (2004) | - v v v v v - - nb. |-
Boland et al. (2004) v v v v v v v v v v
Okoye et al. (2008) v v v v v v v - v v
Sercan et al. (2010) - - v v - - v v v n.b.

Tab. 20: Vergleich der Fzd-Expression in hMSC aus unterschiedlichen Studien.

In der ersten Reihe ist das Fzd-Expressionsprofil aus der hier vorliegenden Arbeit dargestellt, das im Unterschied zu
allen anderen Studien das Ergebnis einer quantitativen RT-PCR war. Im Fall von Okoye et al. (2008) wurde die
Expression der Fzd-Rezeptoren semiquantitativ erfasst. n.b. = nicht bestimmt.

Diese Ergebnisse bestatigen, dass Fzd-Rezeptoren fast in jedem Gewebe oder Organ-
system exprimiert werden (Huang und Klein 2004). Dabei spielt die dynamische Ex-
pression der gewebespezifischen Fzds wahrend der Entwicklung der Organsysteme
eine wichtige Rolle. So konnte gezeigt werden, das Fzd9 in der Maus maRgeblich an
der Osteogenese beteiligt ist (Albers et al. 2011). Im Fall von Fzd1-Knockout-Mausen
sind EinbufRen in der Fertilitat beschrieben worden (Lapointe et al. 2012). Ein Doppel-
knockout von Fzd3 und Fzd6 geht mit schweren entwicklungsbedingten Defekten im
Mittelhirn einher (Stuebner et al. 2010). Der Doppelknockout von Fzd2 und 7 hingegen
haufig mit einem ventrikuldaren Septumdefekt (Yu et al. 2012). Daneben scheinen aber
auch Fzd4, 9 und 10 wichtigen Anteil an der Entwicklung des Frontalhirns und Klein-
hirns zu besitzen (Wang et al. 2001; Yan et al. 2009; Zhao et al. 2007). Bei Knockout
von Fzd8 sind in Mausen keine schwereren Defekte beschrieben worden (Schulte
2010). Dagegen ist der Knockout von Fzd5 in Mausen postnatal letal (Ishikawa et al.
2001). Direkte Verknilipfungen von hereditdren Erbkrankheiten mit Mutationen in Fzd-
Rezeptoren sind bis jetzt nur im Fall von Fzd4 beschrieben (Schulte 2010). So sind meh-
rere Mutationen im Fzd4-Gen bekannt, die mit der familidren exsudativen Vitreoreti-
nopathie assoziiert sind (Robitaille et al. 2011).

5.4 Evaluierung des TCF/LEF-Reporter-Vektor-Systems
in hMSC

Das TCF/LEF-Reporter-Vektor-System pN3-Bar erlaubt nach Transfektion eine Quantifi-

zierung der Wnt/B-Catenin-Aktivitdt in hMSC. Erstmals wurden 1997 TCF/LEF-

Bindestellen im Promotor eines Reportergens genutzt um eine B-Catenin-abhangige
Expression darzustellen (Korinek et al. 1997). Die TCF/LEF-Bindestellen fir den pN3-Bar
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sowie fur den Kontrollvektor pN3-fuBAR entstammen den Vektoren pGL3-BAR bzw.
pGL3-fuBAR, welche freundlicherweise von Prof. Dr. Randal T. Moon (Department of
Pharmacology, University of Washington, USA) bereit gestellt wurden. Als Reporter-
protein kam eine sezernierte Form der Luciferase aus dem Tiefsee-Cephalopoden
Gaussia princeps zum Einsatz (Tannous et al. 2005). Im Rahmen erster transienter
Transfektionen des pN3-Bar in hMSC zeigte sich im Vergleich zum Kontrollvektor fuBAR
eine erhohte Expression der Gaussia-Luciferase, was auf eine basale Aktivitat des
Wnt/B-Catenin-Signalweges in hMSC schlieBen lasst. Dass diese basale Aktivitat auch
essentiell flir mesenchymale Stammzellen ist, wurde durch friihere Untersuchungen
nachgewiesen (Ling et al. 2009).

Da bei transienten Transfektionen ein rascher Abbau des Vektors und damit auch eine
Abnahme des Reportergens Gaussia-Luciferase stattfindet, lassen sich Ergebnisse nur
in einem kurzen Zeitfenster reproduzierbar messen. Um Verzerrungen der Ergebnisse
zu vermeiden sowie Beobachtungen Uber ldngere Zeit zu ermoglichen, wurden durch
Antibiotika-Selektion stabil pN3-Bar transfizierte TCF/LEF-Reporter-hMSC generiert.

5.4.1 Stimulation der Wnt/B-Catenin-Aktivitit in TCF/LEF-
Reporter-hMSC

Zur Prifung der Funktionalitat der TCF/LEF-Reporter-hMSC wurden die Zellen zunachst
mit LiCl stimuliert. LiCl filhrt durch Hemmung der GSK-3B zu einer vermehrten Translo-
kation des B-Catenins in den Zellkern. Dies konnte auch in der hier vorliegenden Arbeit
durch eine gesteigerte Gaussia-Luciferase-Aktivitat gezeigt werden. Im Vergleich dazu
ergab sich jedoch nach Wnt3a-Simulation eine mehr als dreimal so starke Aktivitat des
Reportergens. Diese Unterschiede in der Starke des Stimulus zwischen LiCl und Wnt3a
wurden in der Literatur bereits beschrieben (Sievers et al. 2006). Eine der moglichen
Erklarungen ist die artifizielle Aktivierung des Wnt/B-Catenin-Signalweges bei Inhibiti-
on der GSK-3B im Gegensatz zur Stimulation mit dem spezifischen Liganden Wnt3a. So
reprasentiert GSK-3B nicht nur einen Bestandteil des Degradationskomplexes von B-
Catenin, sondern auch eine zentrale Kinase des zellularen Stoffwechsels (Force und
Woodgett 2009). Zudem gibt es Hinweise, dass GSK-3B auch bei der Aktivierung des
Wnt/B-Catenin-Signalweges beteiligt ist (Wu und Pan 2010).

Eine massive Steigerung der Gaussia-Luciferase-Aktivitat dagegen zeigte sich bei RNAi
gegen APC, welches eine weitere zentrale Komponente des Degradationskomplexes
darstellt. Gegeniiber der GSK-3B Gbernimmt APC eine zusatzliche Funktion im Zellkern.
Denn neben der Eigenschaft als Teil des cytoplasmatischen B-Catenin-Abbaukomplexes
sequestriert APC Uberschiissiges B-Catenin im Nukleus (Neufeld 2009). Damit scheint
APC sowohl die cytoplasmatische Konzentration als auch die transkriptionelle Aktivitat
von B-Catenin mitzubestimmen. Dies kdnnte erklaren, weshalb Studien zeigen, dass
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die Mehrzahl kolorektaler Krebserkrankungen — neben der gesteigerten Wnt/B-
Catenin-Aktivitat — mit einer verminderten APC-Expression einhergehen (Fodde 2002).
Vergleicht man die Stimuli nach Wnt3a-Zugabe und APC-Knockdown zeigte sich fiir Tag
1 eine geringere Gaussia-Luciferase-Aktivitat im Fall des APC-Knockdown. Dies ist wohl
auf die Halbwertszeit des APC-Proteins und damit der verzégerten Wirkung des Knock-
down zuriickzufiihren. Dass die Gaussia-Luciferase-Aktivitdit nach APC-Knockdown an
Tag 3 und 7 deutlich starker induziert war, lasst sich mit der nicht-physiologischen
Aktivierung des Wnt/B-Catenin-Signalweges durch APC-Knockdown erklaren. So zeigen
friihere Studien, dass negative Riickkopplungsmechanismen nach Wnt-Stimulus auf die
Wnt/B-Catenin-Aktivitat inhibierend wirken (Lustig et al. 2002). Voraussetzung hierfiir
ist ein intakter Degradationskomplex, der jedoch bei APC-Knockdown im Vergleich zum
Whnt3a-Stimulus nicht mehr vorhanden ist.

5.4.2 Inhibition der Wnt/B-Catenin-Aktivitit in TCF/LEF-
Reporter-hMSC

Neben der Stimulation kann auch die Inhibition des Wnt/B-Catenin-Signalweges liber
das TCF/LEF-Reporter-System quantitativ erfasst werden (Karow 2008). Dazu wurde in
der hier vorliegenden Arbeit in TCF/LEF-Reporter-hMSC ein Knockdown von B-Catenin
durchgeflihrt, was die Gaussia-Luciferase-Aktivitat im Vergleich zur Kontrolle an Tag 10
auf etwa die Halfte reduzierte. Berlicksichtigt man die Rolle von B-Catenin als zentra-
len Transkriptionsfaktor im Wnt/B-Catenin-Signalweg sowie die Existenz einer basalen
Whnt/B-Catenin-Aktivitat in hMSC, ware ein starkerer Einbruch der Gaussia-Luciferase-
Aktivitat zu erwarten gewesen. Grund fiir die Restaktivitdat der Gaussia-Luciferase ist
die hohe Stabilitat des B-Catenins auf Proteinebene. So verbleibt noch an Tag 7 nach
Knockdown ein Drittel der B-Catenin Menge in den hMSC im Vergleich zur Negativkon-
trolle (Karow 2008).

5.4.3 Einfluss der Zellkulturbedingungen auf die Reporterprote-
in-AKktivitat

Die Bedingungen unter denen hMSC in vitro kultiviert werden, beeinflussen nicht nur
malgeblich die Stammzelleigenschaften wie Proliferation, Invasion und Differenzie-
rungskapazitdt, sondern auch Seneszenzprozesse und immunologische Eigenschaften
von hMSC (Sotiropoulou et al. 2006; Tonti und Mannello 2008). Dabei nehmen der O,-
Partialdruck (Dos Santos et al. 2010) und vor allem die Wahl des Mediumadditivs gro-
Ren Einfluss (Tonti und Mannello 2008). Als Additive werden entweder vordefinierte
Mischungen aus Wachstumsfaktoren und Cytokinen oder tierische sowie menschliche
Seren eingesetzt. Dabei zeigen Untersuchungen, dass sich gerade bei Seren unter-
schiedlicher Herkunft — sei es tierisch in Form von FBS oder menschlich als autologes
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bzw. allogenes Serum — starke Unterschiede in der Proliferation, Differenzierungskapa-
zitdt und Motilitdat von hMSC ergeben (Kobayashi et al. 2005; Shahdadfar et al. 2005;
Turnovcova et al. 2009). Im Vergleich der Seren zeigen hMSC in FBS-haltigem Medium
einen prolongierten Zellzyklus, erhohte replikative Seneszenz sowie eine zum Teil be-
schleunigte Differenzierung. Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Wahl des Mediu-
madditivs auch Einfluss auf die Wnt/B-Catenin-Aktivitat der kultivierten hMSC besitzt.
So zeigten schon Untersuchungen von Dr. Marisa Karow, dass die Kultivierung muriner
TCF/LEF-Reporter-MSC bei hoher Serumkonzentration mit reduzierten Gaussia-
Luciferase-Aktivitaten einherging. Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde in der hier
vorliegenden Arbeit die Wirkung unterschiedlicher FBS-Konzentrationen sowie des
Serumersatzes Nutridoma auf die Gaussia-Luciferase-Aktivitdt der TCF/LEF-Reporter-
hMSC getestet. So sollten fiir die nachfolgenden Versuche die optimalen Kulturbedin-
gungen eruiert werden. Im Vergleich der basalen Wnt/B-Catenin-Aktivitaten der Kon-
trollen zeigte sich fir die Tage 3 und 7, dass steigende FBS-Konzentrationen mit sin-
kenden Gaussia-Luciferase-Aktivitaten einhergingen. Die hdchsten Reporterprotein-
Aktivitaten ergaben sich jedoch unter Verwendung von Nutridoma. Der starke Ein-
bruch der Gaussia-Luciferase-Aktivitat an Tag 1 bei serumfreien und Nutridoma-
haltigen Medium ist vermutlich der Umstellung der Kulturbedingungen geschuldet. So
kann die pl6tzliche Serumdeprivation bei hMSC zu einem Proliferationsstopp und zu-
satzlich unter hypoxischen Bedingungen zu apoptotischen Prozessen fiihren (Gronthos
und Simmons 1995; Potier et al. 2007).

Besonders stark ausgepragt war diese umgekehrte Proportionalitdt zwischen FBS-
Konzentrationen bzw. Nutridoma und Gaussia-Luciferase-Aktivitat bei Stimulation des
Wnt/B-Catenin-Signalweges nach Wnt3a-Applikation. Hier zeigte sich fir Wnt3a muri-
ner Herkunft an Tag 3 im Fall der Kultivierung mit 2% FBS eine 80fache Steigerung der
Gaussia-Luciferase-Aktivitat im Vergleich zur Kontrolle ohne Wnt3a. Im Gegensatz dazu
erreichte die Wnt3a-Stimulation unter 16,5% FBS nur eine Steigerung der Gaussia-
Luciferase-Aktivitat um etwa das 30fache. Damit fallt eine Wnt3a-Stimulation unter
Kultivierung der TCF/LEF-Reporter-hMSC bei 2% FBS im Vergleich zu 16,5% FBS um das
2,6 fache stdarker aus. Dies bestatigt sich, wenn auch nicht so ausgepragt, fur die Stimu-
lation mittels hWnt3a sowie bei Transfektion mit dem pN3-Wnt3a Uberexpressions-
vektor. Diese Ergebnisse legen nicht nur nahe, dass FBS inhibierend auf den basalen
Whnt/B-Catenin-Signalweg wirkt, sondern auch die Stimulationskapazitdt von Wnt3a
mindert. Dagegen fielen an den Tagen 3 und 7 bei serumfreien-Bedingungen sowie
Nutridoma-haltigem Medium die Induktionsraten der Gaussia-Luciferase-Aktivitat nach
Whnt3a-Stimulation wieder sehr viel schwacher aus. Hier kénnte der Mangel an Wachs-
tumsfaktoren und Cytokinen sich inhibierend auf die Induktion des Wnt/B-Catenin-

Signalweges auswirken (Mannello und Tonti 2007).
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Neben Wnt3a wurden auch Testreihen mit murinem R-Spondinl und humanem Dkk1
durchgefihrt. Aus friiheren Untersuchungen ist bekannt, dass R-Spondinl sowie Dkk1
die Verfligbarkeit des Korezeptors LRP6 an der Zelloberflache maRgeblich bestimmen
(Wei et al. 2007). Hierbei unterdriickt Dkk1l die Wnt3a-vermittelte Phosphorylierung
von LRP6 und fihrt zur Internalisierung von LRP6 und zur Inhibition des Wnt/B-
Catenin-Signalweges (Sakane et al. 2010). R-Spondinl weist nun die entgegengesetzte
Wirkung auf, so verstarkt sich bei zusatzlicher Anwesenheit von Wnt3a oder Wnt1 die
Phosphorylierung von LRP6 nachhaltig, was mit einer deutlichen Steigerung der Wnt-
vermittelten Aktivierung des Wnt-Weges einhergeht (Binnerts et al. 2007; Kim et al.
2008). Allerdings werden in der hMSC-Population aus der vorliegenden Arbeit weder
Wntl noch Wnt3a exprimiert. Dies koénnte erkldaren, weshalb auch in TCF/LEF-
Reporter-hMSC nach Applikation von mR-Spondinl nur eine schwache Steigerung der
Gaussia-Luciferase-Aktivitat zu beobachten war. Im Gegensatz dazu zeigte sich bei
Applikation von hDkk1l eine moderate Reduktion der Gaussia-Luciferase-Aktivitat und
damit die erwartete Inhibition des basalen Wnt/B-Catenin-Signalweges in den hMSC.

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

Signalweg

Folgende Aspekte der Fzd-Expression in hMSC werfen in Bezug auf die Wnt-Signal-
Transduktion einige Fragen auf. So ist noch nicht verstanden warum eine solch grof3e
Anzahl an Fzd-Rezeptoren in hMSC exprimiert wird und warum der Wnt-Weg die Ex-
pression einiger dieser Fzds durch eine Feedback-Schleife reguliert (Kolben 2011).
Wenig verstanden ist auch inwieweit hierbei unterschiedliche Bindungsaffinitaten
zwischen Fzd-Rezeptoren und verschiedenen Wnt-Liganden von Bedeutung sind
(Carmon und Loose 2010). So ist bislang noch nicht geklart, welche der Fzd-Rezeptoren
an einer basalen Wnt/B-Catenin-Aktivitdit bzw. welche an der Vermittlung eines
Wnt3a-Stimulus in hMSC beteiligt sind.

5.5.1 Auswirkung des Knockdown von Frizzled-Rezeptoren auf
die Wnt/B-Catenin-Aktivitit

Vergleichende Expressionsanalysen von verschiedenen hMSC-Populationen zeigten,
dass die Fahigkeit der Selbsterneuerung sowie der Multipotenz mit hohen Fzd7- und
Fzd1-Expressionsraten korrelierten (Song et al. 2006). Dass der Stammzellstatus tGber
die Wnt/B-Catenin-Aktivitdt maRRgeblich reguliert wird, lasst in der hier vorliegenden
Arbeit der Knockdown der unterschiedlichen Fzds in den TCF/LEF-Reporter-hMSC ver-
muten. So wurde der starkste Einbruch der Gaussia-Luciferase-Aktivitat bei Knockdown
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von Fzd7 unter basalen Bedingungen, sowie unter Wnt3a-Stimulation beobachtet. Im
Fall von Fzdl zeigte sich eine Reduktion der Gaussia-Luciferase-Aktivitat nur bei
Whnt3a-Stimulation. Dies lasst vermuten, dass Fzd7 in Bezug auf den Wnt/B-Catenin-
Signalweg der wichtigste Wnt-Rezeptor fir die in hMSC exprimierten Wnts darstellt,
welche ein B-Catenin-vermitteltes Signal induzieren. Zudem ist Fzd7, wie auch Fzd1,
mafgeblich an der Weiterleitung eines Wnt3a-Stimulus beteiligt. Daneben zeigten
beide Rezeptoren, wie aus den Arbeiten von Dr. Thomas Kolben hervorgeht, als positi-
ve Wnt-Zielgene eine gesteigerte Expression auf mRNA-Ebene nach Wnt3a-Stimulus.
Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass Fzd7 und Fzd1l mittels eines positiven Rick-
kopplungsmechanismus einen Wnt-Stimulus verstarken kdnnen.

Als weitere kanonische Wnt-Rezeptoren sind Fzd5 und Fzd8 anzusehen, denn auch bei
RNAi gegen diese Rezeptoren konnte eine Reduktion der Gaussia-Luciferase-Aktivitat
beobachtet werden. Im Gegensatz zu Fzd1 und Fzd7 sind diese Rezeptoren, wie aus
der Arbeit von Dr. Thomas Kolben (Kolben 2011) hervorgeht, negative Wnt-Zielgene.
Dadurch konnte (iber einen negativen Ruckkopplungsmechanismus die Wnt/B-
Catenin-Aktivitat abgeschwacht werden.

Im Fall von Fzd2 und Fzd6 zeigte sich nach Knockdown eine Steigerung der Gaussia-
Luciferase-Aktivitat, welche bei Wnt3a-Stimulus nur noch fiir Fzd2 beobachtet werden
konnte. Diese Ergebnisse stiitzen friihere Studien in denen gezeigt wurde, dass Fzd2
und Fzd6 den Wnt/Ca2+—SignaIweg aktivieren kénnen. Dies fuhrt zu einer Repression
des Wnt/B-Catenin-Signalweges (Golan et al. 2004; Ishitani et al. 2003). In der hier
vorliegenden Arbeit konnte durch den Knockdown von Fzd2 und Fzd6 diese reprimie-
rende Wirkung auf den Wnt/B-Catenin-Signalweg aufgehoben werden.

Von den untersuchten Rezeptoren zeigte sich bei Knockdown von Fzd3 und Fzd4 so-
wohl unter basalen als auch Wnt3a-stimulatorischen Bedingungen keine Veranderung
der Gaussia-Luciferase-Aktivitat. Beide weisen in hMSC neben Fzd9 und Fzd10 die
geringste Expression auf und spielen moglicherweise deshalb auch keine aktive Rolle
im basalen Wnt/B-Catenin-Signalweg.

5.6 Ektopische Expression kanonischer Fzds und Wnts

Die vorhergehenden Versuche wiesen Fzd1, 5, und 7 als potentielle Kandidaten fir
eine Weiterleitung eines Wnt/B-Catenin-Signals in hMSC aus. Hierbei konnte Wnt3 —
als Teil des Wnt-Expressionsprofils in hMSC unter basalen Bedingungen — ein kanoni-
scher Ligand dieser Fzd-Rezeptoren sein. Um die Rolle der Fzd-Rezeptoren und Wnts
sowie deren Interaktion im Wnt/B-Catenin-Signalweg mittels ektopischer Expressions-
analysen zu untersuchen, wurden diese Komponenten des Signalweges in den Expres-
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sionsvektor pN3 kloniert. Fir die Klonierungen kamen dabei pN3-Varianten zum Ein-
satz, die eine transiente und im Fall von Fzd5 auch stabile ektopische Expression er-
laubten. Die Effizienz der liposomalen Transfektion des Expressionsvektors pN3 sowie
die Vitalitat der erhaltenen genetisch modifizierten hMSC wurde in den Arbeiten von
Dr. Jirgen Holters untersucht. 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. 2005).

5.6.1 Das modulare Klonierungssystem pN3-Soi-Toi-Goi

Ziel des modularen Klonierungssystems war die Standardisierung der Klonierung un-
terschiedlicher Fdzs und Wnts. Dabei sollte vor allem das Einbringen eines Protein-tags
vereinfacht werden. Uber den Protein-tag kann zum einen der Nachweis der ektopi-
schen Expression erfolgen und zum anderen eroffnet ein Protein-tag, mit Hilfe einer
nachfolgenden Immunprazipitation, Interaktionen zwischen Fzds und Wnts effizienter
zu untersuchen.

Da der C-Terminus der Fzds wichtige Domanen fir die Bindung zahlreicher intrazellula-
rer Proteine tragt (Schulte und Bryja 2007) wurde der HA-tag im N-terminalen Bereich
der Fzds inseriert. Fiir diese Variante musste jedoch der tag zwischen der Signalse-
guenz und dem reifen Rezeptor bzw. Liganden platziert werden, um den Verlust des
tags bei der Prozessierung des Signalpeptides im endoplasmatischen Retikulum zu
vermeiden. Deshalb wurde die Klonierung in drei Module unterteilt. Dies erméglichte
Signalsequenz (Soi: signal sequence of interest) und tag (Toi: tag of interest) unabhan-
gig von der Rest-Sequenz des Gens (Goi: gene of interest) in den pN3-SoiToiGoi zu
klonieren. Voraussetzung fiir diese Strategie war das Einbringen von Restriktions-
schnittstellen an den Enden der zu klonierenden Fragmente Uiber eine PCR.

Mittels eines DNA-Sequenz-Alignments wurden der Vektor pN3 sowie die proteinko-
dierenden Sequenzen aller FZD- und WNT-Gene hinsichtlich eines Sets an Erkennungs-
stellen fiir selten schneidende Restriktionsenzyme untersucht. Es zeigte sich, dass
weder der Vektor pN3 noch die FZD- und WNT-Gene Erkennungsstellen fiir Agel, Pacl,
Pvul, Swal, Pmel und Acll tragen. Diese Restriktionsschnittstellen wurden deshalb als
zusatzliche flexible cloning site in den pN3-Vektor eingebracht. Ein kommerzielles Klo-
nierungssystem mit dem Namen Flexi®-Vektor Technologie von Promega verwendet
mit Sgfl und Pmel nur 2 selten schneidende Enzyme. In diesem Ansatz ist mit den 6
Erkennungsstellen fiir selten schneidende Restriktionsenzyme eine sehr viel komplexe-
re Klonierungsstrategie moglich, die fir zahlreiche Komponenten des Wnt-Signalweges
eine flexible und doch standardisierte Klonierung erméglicht (Tab. 21).
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Gene die liber die flexible cloning site kloniert werden kénnen

Fzd1, Fzd2, Fzd3, Fzd4, Fzd5, Fzd6, Fzd7, Fzd8, Fzd9, Fzd10, Wntl, Wnt2, Wnt2b, Wnt3, Wnt3a, Wnt4,
Wnt5a, Wnt5b, Wnt6, Wnt7a, Wnt7b, Wnt8a, Wnt8b, , Wnt9a, Wnt9b, Wntl10a, Wnt10b, Wnt11,
Wnt16, DvI2, Kremen1, Kremen2, GSK-3, Axinl und 2, APC1 und 2, B-Catenin, TF7, TF7L2, TF7L1, LEF1

Tab. 21: Auswahl an Genen aus dem Wnt/B-Catenin-Signalweg.

Der proteinkodierende Teil dieser Gene tragt keine Erkennungsstellen fiir die selten schneidenden Restriktionsen-
zyme Agel, Pacl, Pvul, Swal, Pmel und Acll. Dies ermdglicht die Klonierung dieser Gene uber das pN3-SoiToiGoi-
System.

Firr die Fzd-Expressionsvektoren wurden die proteinkodierenden DNA-Sequenzen von
Fzd1, 3, 5, 6 und 7 ohne deren Signalsequenz in den pN3-Fzd5-Soi bzw. pN3-Fzd5-Soi-
HA-Toi kloniert. Beide Vektoren tragen die Signalsequenz von Fzd5 und im letzteren
Falle noch zusatzlich die Sequenz des HA-tags. Im Fall der Wnts wurden die proteinko-
dierenden DNA-Sequenzen von Wnt3 und Wnt3a, auch hier ohne den Teil fir die Sig-
nalsequenz, in den zuvor erstellten pN3-Wnt3a-Soi bzw. pN3-Wnt3a-Soi-HA-Toi einge-
bracht.

5.6.2 Nachweis der Uberexpression auf mRNA- und Protein-
Ebene

Fiir den Nachweis der Funktionalitidt der Fzd- und Wnt-Uberexpressionsvektoren auf
Protein-Ebene wurden in einem Testansatz die HA-tag Varianten in HEK293-Zellen
transfiziert. Dabei wurden neben den pN3-SoiToiGoi-Konstrukten zwei Expressionsvek-
toren (pN3-HA-Fzd1 bzw. pN3-HA-Fzd5) eingesetzt, bei welchen in einem Klonierungs-
schritt Signalsequenz und reifes Protein eingebracht wurden. So konnte gerade im Fall
von Fzd1 Gber den Immunblot auch gezeigt werden, dass die Einfihrung der Fzd5-
Signalsequenz in die pN3-SoiToiGoi-Variante des Fzd1-Rezeptors keine Auswirkung auf
das Immunblot-Signal hatte. Lediglich eine Verschiebung der Doppelbande, aufgrund
des hoheren Molekulargewichts der pN3-SoiToiGoi-Konstrukte, war zu beobachten.
Die Doppelbanden die bei allen Uberexpressionen zu beobachten waren, deuten auf
posttranslationale Modifikationen hin. So weist die Proteinsequenz der Fzd-
Rezeptoren potentielle Glykosylierungs- und Palmitoylierungsstellen auf (Schulte
2010). Im Fall des Fzd3 aus dem Krallenfrosch (Xenopus laevis) konnte die Arbeitsgrup-
pe um Yangfeng die Doppelbande als Ergebnis einer Phosphorylierung identifizieren
(Yanfeng et al. 2006). Auffallend in diesen Studien ist, dass das Immunblot-Signal flr
Fzd3 mit 63 kDa Molekulargewicht um 10 kDa von den erwarteten 74 kDa abweicht.
Dieser Effekt konnte auch in der hier vorliegenden Arbeit bestdtigt werden. Bis auf
Fzd6 waren alle beobachteten Molekulargewichte um etwa 10 kDa geringer als erwar-
tet. Das Phanomen — auch unter gel shifting bekannt — zeigt sich bei vielen Immunblots
von Membranproteinen und ldsst sich auf eine unvollstidndige Denaturierung der
Transmembranregion zurickfiihren (Rath et al. 2009). Dadurch erhéht sich die Mobili-
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tat des Membranproteins innerhalb des Gels, was zur Folge hat, dass die beobachteten
Molekulargewichte geringer ausfallen als erwartet.

Im Gegensatz dazu stimmen bei den Wnt-Liganden erwartete und beobachtete Mole-
kulargewichte Uberein. Im Fall von Wnt3a zeigte sich jedoch analog zu den Fzd-
Rezeptoren eine Doppelbande. Diese kann mit den bekannten posttranslationalen
Modifikationen von Wnts in Verbindung gebracht werden. So ist fir Wnt3a neben
einer Palmitoylierung auch eine Glykosylierung nachgewiesen worden, die beide es-
sentiell fir die Funktionalitdt des reifen Liganden sind (Komekado et al. 2007). Die
Modifikationen steigern die Hydrophobizitat und wurden auch im Fall von Wnt5a beo-
bachtet (Kurayoshi et al. 2007). Eine in der Literatur und in der hier vorliegenden Ar-
beit aufgezeigte Folge ist, dass sich die berwiegende Menge des ektopisch exprimier-
ten Wnt3 und Wnt3a, an der Zelloberflache assoziiert ist. Dadurch findet man die Wnt-
Liganden hauptsachlich im Zelllysat und nicht wie erwartet im Zellkulturiiberstand
(Mikels und Nusse 2006b).

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

Die Reduktion der Reporterprotein-Aktivitdat bei Knockdown von Fzd1, 5, 7 und 8 wie-
sen diese als potentielle kanonische Wnt-Rezeptoren aus. Komplementar ist bei ekto-
pischer Expression dieser kanonischen Fzds eine Steigerung der Wnt/B-Catenin-
Aktivitat zu erwarten. Diese Annahme bestitigen auch Ergebnisse aus Uberexpressi-
onsversuchen in HEK293-Reporterzelllinien, welche moderate Steigerungen der Gaus-
sia-Luciferase nach Uberexpression der oben genannten Fzds beobachteten (Wei et al.
2007). In der hier vorliegenden Arbeit zeigte sich eine Steigerung der Gaussia-
Luciferase-Aktivitat bei Uberexpression von Fzd3, 5, 6 und 8 sowohl unter basalen als
auch unter Wnt3a-stimulatorischen Bedingungen. Auffallend ist, dass auch bei den
Ergebnissen von der Arbeitsgruppe um Wei et al. (2007) mit der ektopischen Expressi-
on von Fzd5 und 8 die héchsten Reporterprotein-Aktivititen einhergingen. Ahnliche
Ergebnisse wurden auch durch eine Uberexpressionsstudie in der Drosophila-Zelllinie
S2 erhalten, bei der die ektopische Expression von Fzd5 mit der starksten Steigerung
der Gaussia-Luciferase-Aktivitat einherging (Binnerts et al. 2007).

Abweichend zu den beiden Uberexpressions-Studien, bei denen die ektopische Expres-
sion von Fzd3 und Fzd6 die geringsten Steigerungen der Gaussia-Luciferase-Aktivitat
aufwies, wurden gerade bei diesen beiden Rezeptoren in der hier vorliegenden Arbeit
die starksten Steigerungen unter Wnt3a-stimulatorischen Bedingungen beobachtet.
Diese Ergebnisse unterstreichen, dass die Fzd-Rezeptoren abhangig vom untersuchten
zelluldren System unterschiedliche Wirkungen auf den Wnt/B-Catenin-Status vermit-
teln. Dies wird auch bestétigt von Ergebnissen aus der Studie von Golan et al. (2004),
die bei einer Uberexpression von Fzd6 eine inhibitorische Wirkung auf den Wnt/pB-
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Catenin-Signalweg in HEK293-Zellen nachweisen konnten. Deshalb wurden fiir weitere
Untersuchungen mit Fzd5 und Fzd8 die Rezeptoren ausgewahlt, bei denen sich die
hochste Kongruenz in der Auswirkung auf den Wnt/B-Catenin-Status Gber die erwdhn-
ten Studien hinweg beobachten lieRen.

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

Im Fall von Wnt3a zeigte sich, dass die Applikation des rekombinanten hWnt3a eine
sehr viel starkere Aktivierung der Gaussia-Luciferase nach sich zog als eine Wnt3a-
Uberexpression. Dieser Effekt wurde in der hier vorliegenden Arbeit auch bei den Ver-
suchen mit den unterschiedlichen FBS-Konzentrationen (siehe 4.2.2.3) beobachtet und
konnte auf einen Unterschied zwischen para- und autokriner Wirkung des Wnt3a be-
ruhen. Die bei der Uberexpression beobachtete starke Akkumulation des Wnt3a im
Zelllysat lasst auf eine fast ausschlieBlich autokrine Wirkung bei Uberexpression schlie-
Ren, wahrend die Applikation des Wnt3a eine parakrine Wirkung zur Folge hat. Im
Gegensatz hierzu konnten Baksh und Tuan (2007) nachweisen, dass autokrine und
parakrine Wnt3a-Stimulation in hMSC zu vergleichbaren Aktivititen der Gaussia-
Luciferase fuhrten. Ausschlaggebend fiir die Wnt/B-Catenin-Aktivitat scheint jedoch
die Konzentration des Wnt3a zu sein. So zeigten Versuche von Dr. Marisa Karow, dass
eine Erhohung der Wnt3a-Konzentration lGber das Optimum hinaus, wieder mit sin-
kenden Gaussia-Luciferase-Aktivitaten einhergingen (Karow 2008). Dies wird auch in
vivo durch Ergebnisse bestatigt, die gerade in der Stammzellnische eine morphogene
Wirkung des Wnt3a nahe legen (Luis et al. 2011). Diese Gegebenheiten kdnnten eine
Erklarung dafiir sein, weshalb trotz Uberexpression des Wnt3a und zellulirer Anreiche-
rung die Steigerung der Gaussia-Luciferase-Aktivitat sehr viel schwacher ausfallt als
nach Applikation von Wnt3a.

Ganz im Gegensatz dazu wies die Wnt3-Uberexpression schon an Tag 1 eine zur
Wnt3a-Applikation vergleichbare Steigerung der Gaussia-Luciferase-Aktivitat auf und
Ubertraf diese an Tag 5 um mehr als das doppelte. Beriicksichtigt man die hohe Se-
guenzidentitdt von 84 % zwischen Wnt3 und Wnt3a erstaunt die sehr viel starkere
Aktivierung des Reporter-Systems durch Wnt3. Da die Uberexpression der beiden
Whnts auf Proteinebene vergleichbare Expressionslevel zeigte, lasst sich dies als Grund
flir mogliche Unterschiede in der Gausssia-Luciferase-Aktivitat ausschlieBen.

Unterschiede sind jedoch in der endogenen Expression der beiden Wnts in hMSC be-
kannt: So wird Wnt3 als friher mesodermaler Marker beschrieben (Liu et al. 2011b)
und konnte auch in der hier vorliegenden hMSC-Population auf mRNA-Ebene nachge-
wiesen werden. Dagegen ist eine Expression von Wnt3a weder in den hier verwende-
ten hMSC noch in vivo in hMSC der Stammzellnische nachgewiesen worden (Baksh und
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Tuan 2007). Dies legt nahe, dass Wnt3 als zentraler Wnt-Ligand maRgeblich die Wnt/B-
Catenin-Aktivitdt in hMSC reguliert. Weiter zeigte sich bei der Quantifizierung der
Whnt3-Uberexpression, dass noch an Tag 6 groBe Mengen an mRNA-Transkripte nach-
gewiesen werden konnten. Dies lasst auf eine hohe Stabilitat des Transkripts und Pro-
teins in hMSC schlieBen, was Griinde fiir eine starke Akkumulation auf Proteinebene
und damit Aktivierung der Gaussia-Luciferase vor allem an Tag 6 sein kdnnte.

Stellt man die Gaussia-Luciferase-Aktivititen nach Wnt-Uberexpression mit und ohne
HA-tag gegeniiber, zeigte sich im Fall von HA-Wnt3, dass die Steigerungen weit hinter
denen der Variante ohne tag verblieben. So halbierten sich schon an Tag 3 der Uber-
expression von HA-Wnt3 die Induktionsraten der Gaussia-Luciferase-Aktivitat im Ver-
gleich zum nicht markierten Wnt3. Im Gegensatz hierzu waren bei der Uberexpression
von Wnt3a keine signifikanten Unterschiede in der Gaussia-Luciferase-Aktivitat zur HA-
tag Variante zu beobachten. Diese Ergebnisse sowie der Umstand, dass der HA-tag im
Protein N-terminal lokalisiert ist, konnten die starken Unterschiede der kanonischen
Wirkung von Wnt3 und Wnt3a naher aufklaren. So ist es vorstellbar, dass bei HA-Wnt3
der HA-tag die Wnt-Bindung stort. Da dieser Effekt im Fall von Wnt3a nicht auftritt
lasst dies vermuten, dass dies im Zusammenhang mit einer N-terminalen Struktur
stehen konnte, welche zwischen den beiden Wnts differiert und die Unterschiede in
der kanonischen Wirkung erklaren konnte. Rontgenstrukturanalysen von Wnt-Fzd-
Komplexen legen nahe, dass der N-Terminus von Wnt-Liganden flr die Dimerisierung
derselben von Bedeutung ist (Janda et al. 2012). Dariber hinaus scheint die Oligomeri-
sierung von Wnt-Fzd-Komplexen fiir die Weiterleitung eines Wnt/B-Catenin-Signals
und damit auch fiir die Starke der kanonischen Wirkung eines Wnts wichtig zu sein
(Cong et al. 2004).

5.7 Knockdown von Fzd5: Einfluss 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 einen Proliferations-Assay, welche eine Reduktion der Zellzahl um 30 % bestatig-
te. Mittels des Annexin-V-FLUOS staining kit konnten hierbei apoptotische Prozesse
wahrend des Knockdowns von Fzd5 ausgeschlossen werden. Dass im Apoptose-Assay
zwischen apoptotischen und nekrotischen Prozessen nicht unterschieden werden
konnte, griindet sich auf der Abwesenheit von Makrophagen in der Zellkultur. Dies
flhrt bei apoptotischen Zellen in vitro zur Einleitung der Nekrose. Damit ist die spate
Apoptose in vitro nicht mehr von der Nekrose zu unterscheiden (Kroemer et al. 1998).
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Zusammen mit den Ergebnissen von Dr. Thomas Kolben, der ebenso eine signifikante
Abnahme der Zellzahl nach Fzd8-Knockdown (Kolben 2011) feststellte, legt dies nahe,
dass unter basalen Bedingungen in hMSC proliferative Signale tUber Fzd5 und Fzd8
weitergeleitet werden. In Ubereinstimmung dazu zeigen Untersuchungen, dass viele
Tumore erhohte Fzd-Expressionslevels aufweisen (Ueno et al. 2012). Eine in der Mehr-
zahl in renalen Tumoren nachgewiesene Fzd5-Uberexpression korrelierte dabei stark
mit erhéhten Cyclin D1-Expressionen (Janssens et al. 2004).

Gerade Cyclin D1 aber auch c-Myc, die beide eine zentrale Rolle im Zellzyklus einneh-
men, werden als positive Wnt-Zielgene durch den Wnt/B-Catenin-Signalweg reguliert.
So ist in hMSC die Aktivierung des Wnt/B-Catenin-Signalweges mittels Wnt3a in vielen
Studien mit einem proliferativen Effekt des Liganden auf hMSC beschrieben worden
(Boland et al. 2004; Yun et al. 2005; Neth et al. 2006). Auch in der hier vorliegenden
Arbeit zeigte sich im Vergleich zur Negativkontrolle der proliferative Effekt der Wnt3a-
Stimulation auf hMSC. So war Uber 7 Tage die Zellzahl auf das 1,4fache der Negativ-
kontrolle angewachsen. In diesem Zusammenhang zeigte der Fzd5-Knockdown, dass
der proliferative Effekt von Wnt3a komplett aufgehoben wurde. Dies legt nahe, dass
die Wirkung des Wnt3a auf die Proliferation von hMSC maRgeblich tber den Fzd5-
Rezeptor vermittelt wird. Dies bestdtigte auch die Quantifizierung der Cyclin D1-
Transkriptmengen. So reduzierten sich bei Fzd5-Knockdown die Zellzahl als auch die
Cyclin D1-Transkriptmenge unter unstimulierten Bedingungen um 30 %, wahrend bei
Whnt3a-Applikation und Knockdown sich beides halbierte. Diese starke Korrelation der
prozentualen Abnahmen von Cyclin D1-Transkriptmenge und Zellzahlen wurden je-
doch nur an den ersten beiden Tagen beobachtet. An Tag 7 nahm die Cyclin D1 Trans-
kriptmenge im Fzd5-Knockdown wieder signifikant zu. Dies lasst sich auf eine Kombina-
tion zweier Effekte zuruckfiihren. Zum einen lasst der transiente Knockdown von Fzd5
und damit auch die Unterbrechung proliferativer Signale in hMSC Uiber die Versuchsta-
ge hinweg nach. Gestiitzt wird dies durch die Beobachtung, dass nach Knockdown von
Fzd5 und dem proliferativen Effekt der Wnt3a-Applikation an Tag 7 eine starkere Zu-
nahme der Cyclin D1-Transkriptmenge zu beobachten war als unter unstimulierten
Bedingungen.

Zum anderen tritt nach Erreichen hoher Konfluenzen eine Kontaktinhibition ein, wel-
che einen anti-proliferativen Effekt auf die Zellen besitzt (Chassot et al. 2008). Dass
dieser Effekt im Versuchsansatz auch greift, zeigte sich an der Reduktion der Cyclin D1
Transkriptmenge lGber 7 Tage hinweg. So halbiert sich bei allen Bedingungen die Trans-
kriptmenge entsprechend zur Kontrolle von Tag 1 auf Tag 3. Da nun unter Fzd5-
Knockdown im Vergleich zur NK die Zelldichte erheblich geringer ist, treten an Tag 7 im
Knockdown die Kontaktinhibition und damit auch der anti-proliferative Effekt schwa-
cher ein.
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5.8 Uberexpression von Fzd5: Effekt auf Proliferation

und Wnt-Zielgene

Uberexprimierte Fzds in Tumoren iibernehmen wichtige Funktionen in Erhalt und Pro-
gression derselben (King et al. 2012; Wang et al. 2012). So konnte auch bei Uberex-
pression von Fzd5 in hMSC bei transienter Transfektion unter unstimulierten Bedin-
gungen eine Steigerung von Cyclin D1 beobachtet werden. Unter allen anderen Bedin-
gungen zeigten sich bei der transienten Uberexpression keine signifikanten Verdnde-
rungen beider Wnt-Zielgene. Dieser schwache Effekt der Uberexpression ist auf meh-
rere Faktoren zurlickzufiihren. Zum einen scheint die Plasmidtransfektion selbst stark
die Vitalitat von hMSC zu beeintrachtigen, was sich in einer starken Abnahme der Zell-
zahl zeigte. Dies geht aus den Ergebnissen des Proliferations-Assay aber auch aus dem
Anstieg der positiven Wnt-Zielgene iber 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 anderen induziert die transiente Plasmidtrans-
fektion fiir nur wenige Tage eine Uberexpression, da schon an Tag 5 nur noch ein
Bruchteil der Plasmidmenge vorhanden war. Deshalb wurden stabile Transfektionen
durchgefihrt. Dabei konnte die beschriebene Korrelation zwischen Fzd5-
Uberexpression und Steigerung der Cyclin D1-Transkriptmenge signifikant bestitigt
werden (Janssens et al. 2004).

Von den anfanglich 40 transfizierten hMSC-Populationen wiesen jedoch nach Antibio-
tika-Selektion nur noch 2 hMSC-Populationen eine stabile Fzd5-Uberexpression auf.
Die hierbei erzielte Transfektionseffizienz von 5 % liegt weit unter den 50% die bei
transienten Transfektionen erreicht werden. Diese Differenz in den Effizienzen griindet
sich auf die Unterschiede in den Transfektionsmethoden. Im Gegensatz zur transienten
Transfektion bei der die Plasmide episomal vorliegen ist die Voraussetzung einer stabi-
len Transfektion die Integration des Plasmids in das Chromosom. Auch wenn durch die
kotransfizierte ®-Integrase die Wahrscheinlichkeit fir die Integration des Plasmids in
das Wirts-Genom gesteigert wird (Ehrhardt et al. 2005; Thyagarajan et al. 2001), han-
delt es sich um ein seltenes Ereignis (Hoelters 2009), was auch die geringe Ausbeute an
stabil Fzd5-transfizierten hMSC-Populationen in der hier vorliegenden Arbeit begriin-
det. Unter den ubrigen aus der Antibiotika-Selektion hervorgegangenen hMSC-
Populationen wiesen 4 eine Reduktion der Fzd5-Expression um bis zu 70 % relativ zur
Negativkontrolle auf. Grund hierfiir konnte die ungerichtete Integration des Transgens
in das Genom sein. So kann das Transgen zusatzlich unter die Kontrolle eines benach-
barten Antisense-Promotors gelangen. Kommt es daraufhin zur Transkription von Anti-
sense-RNA kann diese unter Bildung von dsRNA-Spezies die RNA-Interferenz aktivieren
(Ecker und Davis 1986; Pal-Bhadra et al. 1997).
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Wahrend im Rahmen der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, dass Fzd5 auf-
grund seiner kanonischen Wirkung die Proliferationskapazitat der hMSC maligeblich
bestimmt, konnten zuklinftige Studien mit stabil Fzd5-transfizierten hMSC-
Populationen auch die Rolle des Rezeptors bei Invasion bzw. Migration sowie bei Diffe-
renzierungsprozessen naher aufklaren. Die Tatsache, dass Fzd5 und Fzd7 auch an der
Weiterleitung eines endogenen Wnt-Signals und damit an einer basalen Wnt/B-
Catenin Aktivitat in hMSC beteiligt sind, wirft die Frage auf, welcher Wnt-Ligand dafir
verantwortlich ist. Von den detektieren 8 Wnts ware neben Wnt3 auch Wnt10b ein
interessanter Kandidat, da letzteres nachweislich wichtige Funktionen im Erhalt der
Stammzelleigenschaften besitzt (Wend et al. 2012). Im Fall von Wnt3 konnte bei Uber-
expression in der vorliegenden Arbeit auch gezeigt werden, dass der Ligand innerhalb
der hMSC-Population einen sehr viel starkeren Aktivator des Wnt/B-Catenin-
Signalweges darstellt als Wnt3a. Beide Wnts scheinen mit dem Erhalt der Stammzellei-
genschaften in hMSC eng verknlpft zu sein, da sie Proliferation und Dedifferenzie-
rungsprozesse steuern (Boland et al. 2004; Ma et al. 2012). Weitere Studien kénnten
den fir Wnt3 spezifischen Wnt-Rezeptor in hMSC aufklaren. Ein vielversprechender
Ansatz ware hier ein Knockdown verschiedener Fzds vornehmlich Fzd1, 5 und 7 bei
gleichzeitiger Uberexpression von Wnt3 in den TCF/LEF-Reporter-hMSC. Dariiber hin-
aus konnten uUber diesen Ansatz auch andere Wnt/Fzd aber auch Fzd/Fzd-
Kombinationen auf eine kanonische Wirkung hin Gberprift werden. Das fiir diese Zwe-
cke notwendige Klonierungssystem wurde in der vorliegenden Arbeit etabliert. Das
einfache Einbringen von Protein-tags erlaubt auch bei Co-Uberexpressionen von Wnts
und Fzds mittels nachfolgender Immunprazipitation verschiedene Wnt/Fzd- und
Fzd/Fzd-Interaktionen zu detektieren.

Zusammenfassend lassen sich mit den in dieser Arbeit etablierten Methoden auch in
Zukunft wichtige Informationen Uber die Rezeption eines Wnt/B-Catenin-Signals ge-
winnen. Gerade hier erweist sich das TCF/LEF-Reportervektor-System als ein zentrales
Werkzeug um einen tieferen Einblick in das komplex regulierte Wnt/B-Catenin-
Signalnetzwerk in hMSC zu erlangen. Darauf aufbauend kénnten in verschiedenen
Ansatzen die Wirkung weiterer natirlicher Modulatoren wie sFRP1 und R-Spondine,
aber auch synthetischer Verbindungen auf den Wnt/B-Catenin-Signalweg getestet
werden. Hier o6ffnet das Feld der small molecules interessante Moglichkeiten in die
Rezeption eines Wnt-Signals einzugreifen. So ist es kiirzlich in einer Studie gelungen,
Niclosamid-Verbindungen zu identifizieren, welche die Internalisierung von Fzd1 stei-
gern und somit die Wnt3a-vermittelte Aktivierung des Wnt/B-Catenin-Signalweges
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inhibieren. Gleichzeitig gelang es mit DK3-1 eine Niclosamid-Substanz zu isolieren, die
synergistisch die Wnt3a-vermittelte Aktivierung des Wnt/B-Catenin-Signalweges stei-
gerte (Mook et al. 2013). Zukiinftige Studien konnten die Wirkung dieser Niclosamide
in den TCF/LEF-Reporter-hMSC naher untersuchen. Hierbei wéare von Interesse, ob
auch andere Fzd-Rezeptoren eine gesteigerte Internalisierung bei Applikation von
Niclosamid aufweisen. Daneben kénnte auch im Fall der Niclosamid-Substanz DK3-1
geprift werden, ob diese ebenso wie bei Wnt3a auch die Wirkung von Wnt3 oder
anderer Wnts potenzieren kann (Abb. 59). So kénnten diese spezifischen Manipulatio-
nen des Wnt/B-Weges die ex vivo Expansion von hMSC effizienter und sicherer ma-
chen. Da gerade die systemische Therapie mit hMSC immer mehr an Bedeutung ge-
winnt, ermoglicht das detaillierte Wissen Gber den Wnt/B-Catenin-Signalweg zukiinftig
wichtige klinische Therapieoptionen (Alvarez et al. 2012).
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Abb. 59: Darstellung der Ergebnisse.

Die aus den Knockdown- und Uberexpressionsstudien erhaltenen Ergebnisse wurden in Zusammenhang gebracht
und schematisch dargestellt. Die mit einem Stern markierten Fzd-Rezeptoren zeigten nur nach Uberexpression eine
Aktivierung des Wnt/B-Catenin-Signalweges in hMSC Zusétzlich wurden potentielle Wirkungen der Niclosamide auf
den Wnt/B-Catenin-Signalweg in hMSC dargestellt (Mook et al. 2013).

A) Wnt/B-Catenin-Signalweg in hMSC unter basalen Bedingungen. Die Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit legen
nahe, dass an der basalen Aktivitdt des Wnt/B-Catenin-Signalweges in hMSC Wnt3 beteiligt ist. Im Fall der Fzds
weisen die Knockdown-Versuche Fzd5 und Fzd7 sowie die Uberexpressionsstudien Fzd3 und Fzd8 als kanonische
Whnt-Rezeptoren aus. Demgegeniiber stehen Fzd2 und Fzd6, die unter basalen Bedingungen eine inhibierende
Wirkung auf den Wnt/B-Catenin-Signalweg aufwiesen. Weiter konnte gezeigt werden, dass Fzd5 in hMSC an der
Vermittlung eines proliferativen Signals beteiligt ist.

B) Wnt/B-Catenin-Signalweg in hMSC unter Wnt3a-stimulatorischen Bedingungen. Hier zeigte sich bei den Knock-
down und Uberexpressionsstudien, dass bis auf Fzd2 alle untersuchten Wnt-Rezeptoren (Fzd1, Fzd3, Fzd5, Fzd6,
Fzd7, Fzd8) an der Weiterleitung eines Wnt/B-Catenin-Signals beteiligt sind. Dabei wies Fzd5 eine mafRgebliche
Beteiligung an der Wnt3a-vermittelten Steigerung der Proliferation auf.
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