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A UBERSICHT

A1 Zusammenfassung

Die kuinstliche Umwandlung (Reprogrammierung) von reifen, ausdifferenzierten Zellen, z.B.
Fibroblasten, in unreife, differenzierungsfahige Stammzellen, sog. induced pluripotent stem
cells (iPS-Zellen oder iPSCs) ist eine zukunftstréchtige Technik mit hohem Potential fur die
medizinische Forschung, etwa bei Verwendung als in vitro-Zellmodell, aber auch in der The-
rapie, insbesondere im Bereich der regenerativen Medizin. Im Gegensatz zu embryonalen
Stammzellen sind iPSCs ethisch unbedenklich und umgehen das Problem der Immunabsto-
Bung, da sie aus kdrpereigenen Zellen des Patienten hergestellt werden. Die Technologie
der Reprogrammierung adulter Zellen wurde 2006 erstmals etabliert und erfolgt mittels
retroviral-vermittelter Uberexpression der Proteine Oct4, Sox2 und KIf4 (OSK). Die Rolle
endogener microRNAs (miRNAs) und zelluldrer Signalwege, sowie die damit verbundenen
molekularen Mechanismen bei der Regulation der Reprogrammierung, sind seitdem Gegen-

stand intensiver Forschung, aber bleiben bis heute noch weitgehend ungeklart.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, im Zellmodell muriner Fibroblasten (MEFs) miRNAs zu
identifizieren, die die Effizienz der Reprogrammierung im Rahmen des OSK-Protokolls
erhéhen, um nachfolgend herauszufinden, welche intrazelluldren Signalwege diesem Effekt
zugrunde liegen. In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe hatten in silico-Analysen Hinweise dafur
geliefert, dass miR-294 und miR-181d sowie die davon mdglicherweise beeinflussten Signal-

wege von PI3K/Akt und Wnt/B-Catenin mdgliche Kandidaten darstellen.

Zunachst wurden nach Herstellung spezieller Reporterkonstrukte umfassende Studien zur
Stabilitdt von miRNA-Mimics nach deren Transfektion in Zellen durchgefihrt. Es zeigte sich,
dass die maximale Wirkung von Mimics bezogen auf die Bindung der Ziel-mRNA und
Hemmung der Transkription fiir bis zu 7 Tage nach Transfektion in den Zellen anhalt. MEFs
wurden 24 h nach Beginn der OSK-Reprogrammierung mit miR-294-Mimic oder miR-181d-
Mimic transfiziert. Diese Behandlung erhéhte die Reprogrammierungseffizienz der MEFs in
iPSCs um den Faktor 14 (fur miR-294) bzw. 3 (fur miR-181d). Der Effekt war aber nur dann
zu beobachten, wenn die Mimic-Transfektion innerhalb von 1 — 4 Tagen nach Beginn der
OSK-Reprogrammierung, d.h. in der Initiierungsphase, durchgefiihrt wurde. Ein additiver
Effekt oder Synergismus bei Kotransfektion beider Mimics in die Zellen war nicht
festzustellen. Die nach Mimic-Transfektion generierten iPSCs wiesen alle Kennzeichen flr
Pluripotenz auf. Dies wurde durch Blastozysteninjektion und Uberpriifung des Chimarismus,

sowie den immunzytochemischen Nachweis typischer Pluripotenzmarker verifiziert. Die
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Effizienz-steigernde Wirkung beider Mimics wird tatsé&chlich durch Aktivierung des PI3K/Akt-
und Wnt/B-Catenin-Signalweges in der Frihphase der OSK-Reprogrammierung vermittelt,
wie anhand von Westernblotuntersuchungen, Immunzytochemie und Einsatz spezifischer
Luciferase-basierter Reporterassays Ubereinstimmend belegt werden konnte. Dabei zeigte
sich, dass PI3K/Akt von miR-294 und Wnt/B-Catenin von miR-294 wie auch miR181d
aktiviert wird. Interessanterweise scheinen also unterschiedliche, von beiden miRNAs
beeinflusste Signalwege, &hnliche, stabilisierende Effekte auf den Prozess der OSK-

Reprogrammierung in den Zellen auszulben.

Die Resultate der vorliegenden Studien liefern erstmals experimentelle Belege dafir, dass
die Transfektion von miR-294 und miR-181d in adulte Fibroblasten die Wirksamkeit des klas-
sischen OSK-Protokolls zur Gewinnung pluripotenter Stammzellen steigert. Somit kann
mdglicherweise auch deren sichere Anwendbarkeit in der regenerativen Medizin,

insbesondere der zell-basierten Therapie, verbessert werden.

A 2 Summary

The artificial transformation (reprogramming) of adult, differentiated cells, e.g. fibroblasts into
naive pluripotent stem cells, called induced pluripotent stem cells (iPSCs) is a highly-promis-
ing technique in medical and pharmaceutical research. These artificially reprogrammed cells
could serve as in vitro cellular disease model and could also harbor the possibility to be
employed for cellular therapies in regenerative medicine. In contrast to embryonic stem cells,
iPSCs are less ethically problematic and circumvent immunologic rejection when replanted
autologously. This reprogramming technique was first described in 2006 and was achieved
via retrovirally conveyed overexpression of the pluripotency associated transcription factors
Oct4, Sox2 and KlIf4 (OSK-reprogramming). The role of endogenous microRNAs (miRNAs),
cellular signaling pathways and their associated molecular mechanisms in the context of re-

programming were extensively studied since then but remain largely elusive.

The aim of this study was to identify miRNAs that enhance the efficiency of OSK-repro-
gramming in murine embryonic fibroblasts (MEFs) and to study signaling pathways which
are associated with these miRNAs. Preceding studies of our research group included
computationally derived in silico analysis which revealed miR-294 and miR-181d as putative
OSK-reprogramming enhancers and PI3K/Akt- and Wnt/B-Catenin-signaling as putative

target pathways in this setting.

Initially, we showed by use of specific reporter constructs that miRNA mimics are actively
inhibiting target MRNA molecules for 7 days in MEFs. Transfection of miRNAs was

performed 24 hours after initiation of OSK-reprogramming. In presence of these miR-294
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and miR-181d, reprogramming efficiency, i.e. the number of successfully reprogrammed
colonies, was increased 14-fold and 3-fold respectively. In a time-series experiment, we were
able to show that only transfection of these miRNAs in the early phase of reprogramming
(days 1 —4) resulted in increased iPSC colony formation. An additive effect or synergy upon
cotransfection of these miRNAs was not visible. The resulting colonies where verified for
their true pluripotent embryonic stem cell like state using different methods, i.e. blastocyst
injection with chimera formation and immunocytochemical detection of endogenous

pluripotency markers.

After corroborating the in silico analysis with this experimental data, we employed Western
blot, immunocytochemistry and luciferase reporter assays to show that the reprograming
efficiency-increasing effect of these miRNAs in the initiation phase of OSK-reprogramming
was at least in part mediated through PI3K/Akt-signaling and canonic Wnt/B-Catenin-
signaling. PI3K/Akt-signaling was upregulated upon transfection of miR-294 and canonic

Whnt/B-Catenin-signaling was upregulated by miR-294 and miR181d.

The present study for the first time provides experimental evidence, that transfection of miR-
294 and miR-181d in adult fibroblasts increases the efficiency of the established OSK-
reprogramming protocol which might ultimately facilitate its use for safe cell-based therapy

in regenerative medicine.
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B EINFUHRUNG

B1 Stammzellen

Stammzellen sind kdrpereigene Zellen, die im Stande sind, verschiedene Zell- und Gewebe-
typen auszubilden. Charakteristisch ist ihre Féhigkeit zur asymmetrischen Zellteilung, d.h.
sowohl zur Selbsterneuerung durch Bildung identischer Tochterzellen mit Stammzelleigen-
schaften als auch zur Ausdifferenzierung in reifere Zelltypen. Dabei unterschieden sich
Stammzellen durch den Grad ihres Differenzierungspotenzials. Unipotente Zellen sind in der
Lage, lediglich einen Zelltyp auszubilden, wie etwa viele Progenitorzellen. Oligopotente und
multipotente Stammzellen hingegen kénnen je nach Beeinflussung in wenige bzw. mehrere
verschiedene Zellarten reifen, wie dies zum Beispiel bei vielen hamatopoetischen Stamm-
zellen zu finden ist. Auf die Begriffe Toti- und Pluripotenz wird im Folgenden genauer

eingegangen.

Die nach Befruchtung der Eizelle entstandene Zygote besteht nach mehreren Teilungszyklen
aus totipotenten Stammzellen, die jeweils im Stande sind, einen vollstandigen Organismus
hervorzubringen. Pluripotente (embryonale) Stammzellen (PSCs) haben diese Fahigkeit
nicht mehr, kénnen aber jede beliebige, somatische Stamm- und Progenitorzelle des er-
wachsenen Organismus ausbilden. Im Fokus der vorliegenden Arbeit lagen murine in vivo
Stammzellen der inneren Zellmasse (1ZM) und des Epiblasten sowie in vitro Stammzellen,
die aus diesen Stadien der Embryonalentwicklung gewonnen wurden. Hierzu gehéren emb-
ryonale Stammzellen (ESC) und Epiblast-Stammzellen (EpiSC). Ein weiterer Schwerpunkt
lag auf Untersuchungen zu Eigenschaften von induzierten pluripotenten Stammzellen
(iPSCs). Diese werden aus somatischen Zellen durch Einsatz von in vitro Manipulation und
einen Vorgang, der als Reprogrammierung oder auch Dedifferenzierung bezeichnet wird,

gewonnen.

Murine ESCs kénnen aus der IZM von Blastozysten extrahiert werden [3,4]. Diese exprimie-
ren eine Reihe gut charakterisierter Transkriptionsfaktoren, die zur Zellerneuerung und
Aufrechterhaltung der Pluripotenz beitragen [5]. Werden mESCs in Blastozysten injiziert,
integrieren sie sich in die IZM und tragen auf diese Weise zur Entstehung sdmtlicher Gewebe

im Embryo bei. Entsprechend modifizierte Individuen werden als Chiméaren bezeichnet [6-8].

In der Maus formt sich am Tag 3,5 der Embryonalentwicklung (E3,5) die Blastozyste. Diese
besteht aus der IZM und dem Trophektoderm. Zellen der IZM werden als pluripotent be-
zeichnet, weil sie sich zu jedem Gewebetyp des Embryos differenzieren kénnen. Die IZM
selbst differenziert sich zu primitivem Entoderm und dem Epiblasten [9]. Die Zellen des

Epiblasten bilden im weiteren Verlauf alle Zelllinien des Embryos und werden daher ebenfalls
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als pluripotent bezeichnet. Stabile Linien pluripotenter Stammzellen kénnen bis zum Tag 8
der murinen Embryonalentwicklung gewonnen werden (E8,0), obwohl die Gastrulation, d.h.
die Formation der drei Keimblatter Ektoderm, Mesoderm und Entoderm, bereits begonnen
hat [10]. Ob es sich bei diesen Zellen um in vitro dedifferenzierte E8,0 Zellen oder aber
Uberreste pluripotenter in vivo Zellen handelt, ist unklar. Die Transkriptionsfaktoren, welche
die Pluripotenz in Stammzellen aufrechterhalten, sind zunehmend gut charakterisiert. Oct4,
Sox2 und Nanog wurden in der IZM und in ESCs als hierarchisch tbergeordnete Pluripo-
tenzfaktoren identifiziert [5,11-14]. Sie binden oft gemeinsam an Promotoren vieler miRNA-
und Protein-kodierender Gene in ESCs. Sie aktivieren hierdurch Gene, inklusive ihrer
eigenen, welche die Aufrechterhaltung von Pluripotenz férdern [15,16]. Zudem kommt es
durch Kookkupation von Oct4, Sox2 und Nanog mit Polycomb-Gruppen Proteinen (PcG)

auch zur Repression von Genen, welche in der Zelldifferenzierung involviert sind [17,18].

B2 miRNA

Bei miRNAs handelt es sich um nicht kodierende, kurze RNA-Molekile mit einer Ladnge von
meist 20 — 23 Basen, die hoch spezifisch an Ziel-mRNAs binden und die Translation hem-
men [19]. Aktuell sind weit Uber tausend verschiedene miRNA-Sequenzen beschrieben, die
die Bildung von mehr als 60% aller Genprodukte regulieren [20]. Einzelne miRNAs kénnen
wenige oder auch hunderte verschiedene mRNAs binden und in ihrer Funktion hemmen,
sodass sich ein sehr komplexes Regulationsnetzwerk ergibt [21]. Das Bindungsmotiv von
MiRNAs heil3t Seed-Sequenz und umfasst 6 — 8 Basen am 5° Ende der miRNA. Hierliber
wird die Bindung an die Ziel-mRNA vermittelt [22]. miRNAs mit Ubereinstimmender Seed-
Sequenz binden identische Ziel-mRNAs und werden als miRNA-Familie bezeichnet. Meh-
rere miRNAs, die vom selben Genlokus als Primartranskript transkribiert werden, bezeichnet
man als miRNA-Cluster (Abb. 1) [23].

Einzelne pri-miRNA

miRNA Cluster g 9 9 Q 9 9 [
%é_%_ a Multiple separate pri—miRNAsl

d 2 i
T E i EE I

a a g Funktionell redundante reife miRNAs unterschiedler

Multiple funktionell verschiedene Genomloci
reife miRNAs miRNA Familie

Abb. 1: Klassifikation von miRNAs

Es werden miRNA-Cluster und -Familien unterschieden. miRNA-Cluster werden als pri-miRNA transkribiert und
in reife miRNAs mit verschiedenen Seed-Sequenzen prozessiert. Eine miRNA-Familie ist eine Gruppe von
miRNAs mit gleicher oder &hnlicher Seed-Sequenz, die mitunter von unterschiedlichen Genloci bzw. Clustern
transkribiert wird. Bildmaterial Greve et al., 2013 mit Modifikationen [1].
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Ein Genlokus, welcher meist mehrere miRNAs kodiert, wird zun&chst als langeres Transkript,
der sog. primdren miRNA (pri-miRNA) abgelesen [24] und durch die Enzyme Drosha und
Dicer im Zellkern bzw. Zytoplasma in reife doppelstrangige miRNAs prozessiert. Die reifen
miRNAs rekrutieren RNA-Bindeproteine der Argonautenfamilie und bilden den RNA-induced
silencing complex (RISC) aus [22,25-27]. Durch komplementére Bindung der Seed-Sequenz
der miRNA bindet der RNA-beladene RISC am 3'-untranslatierten Ende (UTR) der Ziel-
mRNA [28]. Abhé&ngig von der Bindungsenergie der Basenpaarung zwischen miRNA und
Ziel-mRNA erfolgen entweder eine Destabilisierung mit anschlieRendem Abbau der mRNA
oder eine Hemmung der mRNA-Translation. Dabei beginstigt eine perfekte Paarung
zwischen Seed-Sequenz und Bindungsmotiv eine mRNA-Degradation, wohingegen eine
partielle Komplementaritdt der Sequenzen eine Hemmung der mRNA-Translation begunstigt
[29-31]. Letzter Mechanismus spielt in vivo dabei die gréRere Rolle [32] (Abb. 2).

Nucleus Zytoplasma
t
< RISC
E S—— Dgcr8/Drosha Dicer Ago
= FRRREHEHGR Prozessierung Prozessierung '
E — _—  — %I/;, > mm%/\/\
f I NawA
pri-miRNA pre-miRNA reife Bindung an
i miRNA viele mRNAs
r
% RISC
L T kripti oy
o ranskription Dicer Prozessierung
g —_— N % I Mﬂ%\/\
dsRNA endogene  Bindung an
2 SiRNA einzelne mRNA

Abb. 2: Schema der miRNA-Biogenese

Die RNA-Polymerase Il transkribiert miRNA-Cluster in Form von pri-miRNAs, die durch das RNAse-Ill Enzym
Drosha und das RNA-Bindeprotein Dgcr8 in ca. 70-nt lange, Hairpin-geformte Prékursor miRNAs (pre-miRNAS)
prozessiert werden. Nach Ausschleusung der pre-miRNAs vom Nukleus in das Zytoplasma werden sie durch das
RNAse-Ill-&hnliche Enzym Dicer in 20 — 23 nt lange, doppelstrédngige reife miRNA-Molekdile gespalten. Ein Strang
wird dann durch ein RNA-Bindeprotein der Argonautenfamilie (Ago1 — 4) gebunden und formt den RISC.
Endogene small interfering RNAs (endo-siRNAs) umgehen die Prozessierung durch Drosha und Dgcr8. lhre
doppelstrédngigen Vorldufer (dAsRNA) werden erst durch Dicer gespalten, bevor sie zur Formierung des RISC
beitragen. Bildmaterial Greve et al., 2013 mit Modifikationen [1].
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B 2.1 miRNA Expression und Funktion in Stammzellen

Das miRNA Profil von PSCs ist mittlerweile gut charakterisiert [16,33-38]. In somatischen
adulten Zellen wird meist eine Vielzahl verschiedener Familien exprimiert. Hingegen Uber-
wiegt in PSCs eine bestimmte miRNA-Familie deutlich gegeniliber allen anderen. Diese wird

ESC-specific cell cycle-regulating (ESCC) miRNA-Familie genannt. miRNAs dieser Familie
weisen die gemeinsame Seed-Sequenz AAGUGC auf [38] (Abb. 3).

ESCC Familie

miR-302a uaagugcuuccauguuuugguga
miR-302 Cluster miR-302b uaagugcuuccauguuuuaguag
miR-302d uaagugcuuccauguuugagugu
miR-291a-3p aaagugcuuccacuuugugugc
miR-290 Cluster miR-294 aaagugcuucccuuuugugugu

miR-295 aaagugcuacuacuuuugagucu

Abb. 3: Die Familie der ESCC-miRNAs und ihre Sequenzen

Das miR-302 Cluster enthélt die miRNAs miR-302a, b, ¢ und das miR-290 Cluster enthélt miR-291a-3p, 294,
295. Die 7 nt messende Seed-Sequenz ist gleich und entspricht der der ESCC-Familie. Bildmaterial Greve et al.,
2013 mit Modifikationen [1].

Die einzelnen Mitglieder dieser miRNA-Familie werden von verschiedenen Clustern transkri-
biert. Obwohl sich das Expressionsniveau dieser miRNA-Cluster in mESCs, mEpiSCs und
hESCs unterscheidet, dominiert die ESCC-Superfamilie mit einem absoluten miRNA-Anteil
von 20-50% (Tabelle 1). PSCs bilden somit eine hohe Zahl funktionell redundanter miRNAs.

Wahrend der Differenzierung von PSCs ist die Synthese von ESCC-miRNAs supprimiert
[34]. Dies lasst vermuten, dass die ESCC-miRNAs wichtige Aufgaben fir die Aufrechterhal-

tung und Funktion der Pluripotenz in PSCs erfiillen.

Im Jahr 2008 konnten drei Arbeitsgruppen eine Verbindung zwischen der Synthese der Tran-
skriptionsfaktoren Oct4, Sox2 und Nanog mit den dominanten und Pluripotenz-spezifischen
MiRNA-Clustern mmu-miR-290-295, hsa-371-372, sowie den konservierten Clustern miR-
302-367 und miR-106a-363 herstellen [16,39,40]. All diese Cluster beinhalten auch Mitglie-
der der ESCC-Familie.
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Anteil der zellularen miRNA pro Hundert [%] Spezies- Tumor-assoziation
konservierung

hESC mESC mEpiSC
Min. Max. Min. Max. Einzel-
studie

Cluster mit ESCC-miRNAs

miR-371-373 0,00 0,67 - - - hsa, mml Keimzelltumor
miR-290-295 - - 14 63 4 mmu, rno Plazenta,
Keimzelltumor
miR-302-367 15,00 31,00 0,1 0,9 23,5 hsa, mml, mmu, Keimzelltumor
xtr
miR-17-92b 5,00 13,00 6 17,5 2,7 hsa, mml, mmu, Keimzelltumor,
rno, xtr, dre Lymphom
miR-106a-363 0,50 1,50 2,3 4.8 2,9 hsa, mml, mmu, Keimzelltumor,
rno, xtr, dre Lymphom
miR-106b-25 0,25 6,00 1,9 3,1 1,8 hsa, mml, mmu, Keimzelltumor,
rno, xtr, dre Lymphom

Gesamtanteil ESCC-miRNAs
16,00 36,00 19 44 32

Referenz

Morin, Bar, Jouneau, Marson, Jouneau, Kiezun, 2012 [38] Landgraf, 2007 [34]
2008 2008 2012 2008 2012
[36] [35] [37] [16] [37]

Tabelle 1: miRNA-Expression in pluripotenten Stammzellen
Abktirzungen: dre, Danio rerio; hsa, Homo sapiens; mml, Macaca mulatta, mmu, Mus musculus; rno, Rattus
norvegicus; xtr, Xenopus tropicalis. Tabelle Greve et al., 2013 mit Modifikationen [1].

B 3 Reprogrammierung

Unter Reprogrammierung versteht man im Allgemeinen ein Remodelling epigenetischer Mar-
kierungen und damit eine Anderung des Differenzierungsstatus einer Zelle oder Zellpopula-
tion. Dies geschieht physiologischerweise wahrend der Embryonalentwicklung, kann aber
auch in vitro erreicht werden [41]. In letzterem Fall wird der Terminus fir die direkte in vitro-
Dedifferenzierung von somatischen Zellen zurlick zu pluripotenten Zellen durch exogene
Uberexpression von Transkriptionsfaktoren verwendet. Prinzipiell kann Reprogrammierung
in jeder somatischen Zelle durchgefiihrt werden. Als besonders geeignet haben sich Fib-

roblasten erwiesen, da diese relativ leicht zugénglich und einfach kultivierbar sind.

Im Jahr 2006 konnte dies an murinen embryonalen Fibroblasten (MEF) erstmals gezeigt
werden. Nach retroviral-vermittelter exogener Uberexpression der Proteine Oct4, Sox2, Klif4
und MYC (OSKM) nahm eine Subpopulation der Zellen die Morphologie und das molekulare
Profil von ESCs an [42,43]. Die dafuir benétigten Transkriptionsfaktoren werden Pluripotenz-
faktoren und die damit erhaltenen Zellen induzierte pluripotente Stammzellen (iPSC) ge-
nannt (Abb. 4).
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Abb. 4: Schematische Darstellung der Reprogrammierung

Im Originalprotokoll der Erstbeschreiber werden die Pluripotenzfaktoren Oct4, Sox2, Kilf4 und MYC retroviral-
vermittelt in MEFs (berexprimiert. Die transduzierten Zellen durchlaufen eine Initiierungsphase mit einer
Mesenchymal-Epithelialen-Transition. Ein kleiner Anteil der Zellen (berwindet diese Hirde und tritt in die
Maturationsphase (iber. Nach ca. 14 Tagen entstehen die ersten iPSCs. Fiir die Verifikation von
Stammzelleigenschaften und die weitere Anwendung werden die potenziellen iPSC-Kolonien gepickt und
subkultiviert. Bildmaterial Judson et al., 2013 mit Modifikationen [2].

Nachfolgende Untersuchungen zeigten, dass sich die Uber diese sog. OSKM-Reprogram-
mierung generierten iPSCs nicht nur unbegrenzt teilten, sondern auch in die drei Keimblatter

differenzieren und zur Bildung von Chiméren beitragen konnten.

Die etablierte Reprogrammierungstechnologie somatischer Zellen erregte aufgrund ihrer
enormen Relevanz fir eine Vielzahl pharmakologischer und medizinischer Anwendungs-
mdglichkeiten insbesondere in der regenerativen Medizin gro3e Aufmerksamkeit [44-46]. So
erleichtert sie die Modellierung ansonsten schwer in Kultur zu untersuchender Erkrankun-
gen. Weiterhin birgt diese Technik theoretisch die Méglichkeit, Patienten Zellen zu entneh-
men, bei diesen in vitro Genkorrekturen durchzufiihren und autolog zu retransplantieren.
Eine AbstoRungsreaktion wiirde somit umgangen werden. Weiterhin machen iPSCs die Ver-
wendung menschlicher Embryonen fiir diagnostische und therapeutische Zwecke Uber-
flissig (Abb. 5).

Die retroviral-vermittelte Uberexpression von Transkriptionsfaktoren birgt die Gefahr der
dauerhaften genomischen Integration der retroviral eingeschleusten Gene und damit auch
der vermeintlichen Re-Aktivierung dieser Loci. Darliber hinaus besteht die Gefahr der
Insertionsmutagenese und ein hierdurch bedingtes erhdhtes Mutationsrisiko der
resultierenden Zellen sofern sie nach erneuter Differenzierung autolog reimplantiert werden
sollen [47,48]. Da insbesondere die vermehrte Synthese des Transkriptionsfaktors und
potenten Onkogens MYC zur Tumorentstehung beitragen kann [49], wurde in Folgestudien
die Reprogrammierung mit alleiniger Uberexpression von Oct4, Sox2 und KiIf4 etabliert
(OSK-Reprogrammierung). Dieses MYC-freie Protokoll weist bei geringerer Gesamtzahl
resultierender pluripotenter Kolonien (Reprogrammierungseffizienz) aufgrund einer verlang-
samten Zellteilungsrate eine konsistentere Kinetik auf. Damit ist es ein besonders geeignetes
Modell fiir die Identifikation neuer putativ Reprogrammierungs-férdernder Molekile wie Tran-

skriptionsfaktoren, miRNAs oder anderer Zusatzstoffe [50,51].
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Abb. 5: Gewinnung und mégliche Anwendung von iPSCs

Adulte Zellen werden mittels retroviraler-vermittelter Uberexpression von Pluripotenzfaktoren zu iPSCs
reprogrammiert. Die gewonnenen iPSC-Linien werden subkultiviert und kénnen als in vitro Krankheitsmodell,
expandiert oder nach genetischer Modifikation in den Patienten replantiert werden. Bildmaterial RoBbach et al.,
2011 mit Modifikationen [52].

Grundsatzlich ist die Reprogrammierung in eine Initiierungsphase und eine Maturations-
phase gegliedert (Abb. 4) [53,54]. Eine vollstdndige Initiierungsphase ist durch eine erfolg-
reiche Mesenchymale-Epitheliale-Transition (MET) mit Aktivierung von E-Cadherin gekenn-
zeichnet. In der Maturationsphase werden daraufhin verschiedene Pluripotenzfaktoren in
hierarchischer Reihenfolge aktiviert [54]. Die Maturationsphase wird dabei nur von einer
Subpopulation der transduzierten MEFs ab Tag 8 erreicht [53], da die weitere Progression
durch die reverse Epitheliale-Mesenchymale-Transition (EMT) gehemmt wird, welche durch
den Transkriptionsfaktor Snail initiiert und unterhalten wird [53,55]. Die TGFB- und Rho-Sig-
nalwege sind beide etablierte, positive Einflussfaktoren der EMT [56,57]. Die Pluripotenz von
reprogrammierten Kolonien putativer iPSCs wird Uber ein mehrstufiges Verfahren verifiziert.
Hierbei wird die Fahigkeit zur Chimérenbildung und Keimbahnkontribution der entstandenen
iPSCs getestet. Zusatzlich erfolgt der Nachweis von Pluripotenzmarkern, wie Nanog und
SSEA1, auf mRNA oder Proteinebene gemessen. Darlber hinaus erfolgt die Bestimmung

des Anteils an iPSCs mit korrektem Chromosomensatz bestimmt.
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B 3.1 miRNAs in der Reprogrammierung

Im Allgemeinen verlauft der Prozess der Reprogrammierung innerhalb einer Zellpopulation
nicht homogen, sodass nie alle Zellen den gleichen Entwicklungsstatus und das damit ver-
bundene Transkriptionsprofil aufweisen [53,54,58,59]. Unterschiede ergeben sich auch
durch die verschiedenen Kombinationen an Faktoren, die flir die Reprogrammierung verwen-
det werden, durch Abweichungen der Uberexpressionstechniken oder auch aufgrund unter-
schiedlicher Zusammensetzung der Zellkulturmedien. Jeder dieser Faktoren flihrt mitunter
zu deutlichen Unterschieden im Transkriptom und in der Effizienz der Reprogrammierung
[58,60,61]. Interessanterweise haben einige miRNAs unabhangig der gewahilten Repro-
grammierungskonditionen reproduzierbare Effekte auf die Genexpression. So konnte fir
etwa ein Dutzend miRNAs gezeigt werden, dass deren exogene Uberexpression die Anzahl
resultierender pluripotenter Kolonien erhéht [56,57,62-69], wobei die ESCC-miRNAs die

Reprogrammierungseffizienz dosisabhangig um bis zu 70-fach steigerten [66].

Die Pluripotenz-assoziierten miR-290- und miR-302-Cluster werden endogen erst spat wah-
rend der Reprogrammierung aktiviert [59,66,70], da der Promotor dieses Clusters zwar von
Oct4, Sox2 und Klif4 gebunden wird, eine Transkription jedoch erst nach epigenetischer Re-

modllierung des Promotors erfolgt [16,66].

B 4 PI3K/Akt-Signalweg

Der PI3K/Akt-Signalweg Ubertrégt extrazelluldre Signale ins Zellinnere und ist in Eukaryoten
hoch konserviert. Die Schlisselenzyme sind die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI13K) und
die Serin/Threonin-Kinase Akt, auch genannt Proteinkinase B, welche drei Isoformen (Akt 1
— 3) besitzt [71]. Liganden wie das Wachstumshormon Insulin-like growth factor 1 (IGF-1)
binden und stimulieren dabei transmembranare Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK). Dies fuhrt
an der intrazelluldren Seite der Plasmamembran zur Rekrutierung und Aktivierung des di-
meren Molekiils PI3K. Aktive PI3K phosphoryliert membransténdiges PIP2 zu PIPs. Dieses
wiederum rekrutiert Akt an die innere Zellmembran, wo es durch PDK1 [72] sowie mTOR
[73] und eine Reihe weiterer Enzyme phosphoryliert und somit aktiviert wird [74]. Neben der
PI3K-vemittelten Akt-Aktivierung existieren auch weitere Tyrosin- oder Serin/Threonin-
Kinasen, welche Akt in Abh&ngigkeit bestimmter Stimuli phosphorylieren [75,76]. Ein wichti-
ger negativer Regulator des PI3K/Akt-Signalweges ist das Protein Phosphatase and tensin
homolog (PTEN), welches PIP; dephosphoryliert und damit die Rekrutierung von Akt zur
Zellmembran inhibiert. PTEN ist ein Tumorsuppressorgen [74,77] (Abb. 6).
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Abb. 6: Der PI3K/Akt-Signalweg

Ablauf der Aktivierung der Proteinkinase Akt und hierdurch ausgel6ste zelluldrer Effekte. Liganden aktivieren
transmembranére Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK). Dies fiihrt intrazellulér zur Rekrutierung und Aktivierung des
von PI3K. Aktive PI3K phosphoryliert membransténdiges PIP2 zu PIPs. Dieses wiederum rekrutiert Akt an die
innere Zellmembran, wo es durch PDK1 und mTOR an Threonin (308) und Serin (473) phosphoryliert und somit
aktiviert wird. Weitere Details siehe Text.

Signaltransduktion, die zu aktiviertem Akt fihrt, beeinflusst das Uberleben, die Proliferation,

das Wachstum und die Migration von Zellen [78-82].

Sie inhibiert antiapoptotisch wirkende Proteine durch Regulation auf Transkriptionsebene
oder auch durch direkte Proteinphosphorylierung [71]. Ein Beispiel direkter Phosphorylierung
ist die Familie der apoptotisch wirkenden Forkhead Transkriptionsfaktoren, welche hierdurch

vom Nukleus in das Zellplasma translozieren und proteasomal abgebaut werden [83].

Akt férdert die G1-S-Zellzyklusprogression durch Hyperphosphorylierung und Inaktivierung
von GSK3pB, was zu verringerter Degradierung von Cyclin D1 fuhrt [71]. Die Akt-vermittelte
Inaktivierung von GSK3p fiihrt auch zu einer verminderten Aktivitdt des kanonischen Wnt/-
Catenin-Signalweges [84,85]. Weiterhin reguliert Akt auf direkte und indirekte Weise die CDK
Inhibitoren p21¢®! und p27xP! was wiederum die Checkpoint-Inhibition hemmt und so die

Zellzyklusprogression fordert [86].

Auch die Zellmigration wird vom PI3K/Akt-Signalweg beeinflusst. So etwa phosphoryliert Akt

das fUr das Zytoskelett maflgebliche Aktin, was auch bei der Metastasierung eine wichtige
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Rolle spielt [55].

Der Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges wurde eine Schlisselrolle bei der EMT im Rah-
men der Onkogenese zugesprochen [55]. Die EMT ist durch eine verminderte Expression
von E-Cadherin gekennzeichnet. Akt aktiviert in diesem Kontext das Zink-finger Protein
Snail, welches wiederrum den Promotor des Gens fiir E-Cadherin bindet und dessen Tran-

skription reprimiert [87,88].

Auch die Angiogenese wird durch den PI3K/Akt-Signalweg positiv beeinflusst, was fir das
Tumorwachstum eine wichtige Rolle spielt. Der PI3K/Akt-Signalweg wird hierbei durch Bin-
dung von VEGF aktiviert [89] und fordert die Angiogenese Uber Aktivierung von NFkB [90].

B 5 Wnt/B-Catenin-Signalweg

Auch der Wnt/B-Catenin-Signalweg wird in dieser Arbeit hinsichtlich seiner Rolle in der
miRNA verstarkten Reprogrammierung untersucht. Grundsétzlich unterschiedet man den
klassischen, kanonischen Wnt/3-Catenin-Signalweg von zwei nicht-kanonischen Signalwe-
gen, dem Wnt/Ca?*-Signalweg und der Planar cell polarity-Signalweg (PCP-Signalweg).
Gemeinsam ist diesen Signalwegen, dass sie evolutionar hoch konserviert sind und tber die
Bindung eines Whnt-Liganden an einen Rezeptor der Frizzled-Familie aktiviert werden. Der
kanonische Wnt/B-Catenin-Signalweg reguliert primar Gentranskription, wohingegen der
PCP-Signalweg Einfluss auf das Zytoskelett hat. Der Wnt/Ca?*-Signalweg reguliert die intra-

zellulare Calcium-Konzentration [91,92].

Charakteristisch fir den in dieser Arbeit vornehmlich untersuchten kanonischen Wnt/3-
Catenin-Signalweg ist die zentrale Rolle des Transkriptionsfaktors B-Catenin. Im aktivierten
Zustand, d.h. bei Bindung eines Wnt-Liganden an einen Frizzled-Rezeptor, kommt es zur
Akkumulation von B-Catenin im Zytoplasma, das in den Nukleus transloziert und durch
Komplexbildung mit T-cell factor/lymphoid enhancing factor (TCF/LEF) an entsprechenden
TCF/LEF-Motiven bestimmter Promotoren die Gentranskription aktiviert [93]. Im inaktiven
Zustand hingegen wird 3-Catenin durch den sogenannten Degradationskomplex bestehend
aus Axin, APC, PP2A, CK1a und GSK3p dual phosphoryliert und nach Ubiquitinylierung im
Proteasom abgebaut [93]. Eine regulatorische Rolle spielt hierbei auch das GSK3p-
interacting protein (GSKIP), welches Uiber Komplexbildung mit weiteren Proteinen GSK3
inhibiert und den kanonischen Wnt/B-Catenin-Signalweg so aktivieren kann [94,95]. Der
kanonische Wnt/B-Catenin-Signalweg spielt eine wichtige Rolle in der Embryogenese, der
Tumorgenese und der Geweberegeneration in adultem Knochenmark, Haut und Intestinum
[96] (Abb. 7).
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Abb. 7: Der kanonische Wnt/B-Catenin-Signalweg

a. Inaktiver Zustand; B-Catenin wird durch den Degradationskomplex phosphoryliert, ubiquitinyliert und protea-
somal abgebaut. b. Aktiver Zustand; der Degradationskomplex ist inaktiv, 3-Catenin akkumuliert im Zytoplasma,
transloziert in den Nukleus und bindet mit TCF/LEF an typische Bindungsmotive und aktiviert so die Gentrans-
kription.

Inhibition von GSK3B zusammen mit Inhibition von ERK (Teil der Raf/MEK/ERK-Kaskade)
ist ein wichtiger Faktor in der Selbsterneuerung von pluripotenten ESCs. In mESCs liegt
GSK3B hyperphosphoryliert vor und weist daher eine geringe Kinaseaktivitat auf [97]. Es
wurde ebenfalls gezeigt, dass der dem Wnt/B-Catenin-Signalweg nachgeschaltete Effektor
TCF3 wichtige Promotorregionen mit Oct4, Sox2 und Nanog kookkupiert. Kontrar wurde aber
auch nachgewiesen, dass der kanonische Wnt/B-Catenin-Signalweg im Laufe der
Differenzierung aktiviert wird [98-100]. Zusammenfassend ist jedoch im pluripotenten naiven
Grundzustand der mESCs der Wnt/B-Catenin-Signalweg trotz inaktiviertem GSK3[ nicht

etabliert — B-Catenin befindet sich iberwiegend an der Plasmamembran [85,101].

Der Rolle des Wnt/B-Catenin-Signalweges bei der OSK-Reprogrammierung, insbesondere

bei Transfektion von miRNAs, ist bisher kaum untersucht.
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C FRAGESTELLUNG UND ZIELSETZUNG

Im Fokus dieser Dissertation stand die Frage, inwiefern miRNAs die Effizienz der Repro-
grammierung adulter Zellen zu iPSCs férdern und welche Signalwege hierbei eine Rolle

spielen.

Durch Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass von 570 chemisch
synthetisierten miRNA-Mimics, welche am Tag 1 und Tag 7 wahrend der OSK-Reprogram-
mierung transfiziert wurden, nur wenige die Effizienz der Reprogrammierung signifikant und
reproduzierbar steigerten. Dazu gehdrten miR-302b und miR-294, welche Teil der ESCC-
Familie sind. Eine ahnliche Wirkung wurde dabei auch erstmals fur Mitglieder der 181-
Familie, miR-181a, b, c, d, gezeigt, die bis dahin nicht mit der Reprogrammierung in Verbin-
dung gebracht worden waren. Um herauszufinden, welche intrazelluldren Signalwege durch
die ESCC- und 181-Familie im Kontext der OSK-Reprogrammierung beeinflusst werden, er-
folgte in einer Voruntersuchung eine Kombination aus Literaturrecherchen und in silico
Analysen. Diese Untersuchungen flhrten zur ldentifizierung einer Reihe regulatorischer
Proteine und zellularer Prozesse. Hierzu zahlen Komponenten und Zielgene des Wnt/3-
Catenin- und PI3K/Akt-Signalweges.

Im Rahmen der vorliegenden Promotionsarbeit sollten im Zellmodell muriner, embryonaler

Fibroblasten (MEFs) folgende Fragestellungen bearbeitet werden:

- Wie lange ist die in Fibroblasten transfizierte miRNA wahrend der OSK-Repro-

grammierung von MEFs zu iPSCs aktiv?

- Wie wird die OSK-Reprogrammierung von MEFs durch die Transfektion von miR-294

und miR-181d beeinflusst?

- Handelt es sich bei den unter zuséatzlicher Einwirkung von miRNAs generierten Zellen

tatséchlich um pluripotente Stammzellen?

- Koénnen der Wnt/B-Catenin- und PI3K/Akt-Signalweg als Kandidaten bei miRNA-

unterstitzer Reprogrammierung experimentell validiert werden?

Die so gewonnenen Erkenntnisse wirden erstmals Rulckschlisse auf die molekularen
Mechanismen zulassen, die der miRNA-unterstiitzen Reprogrammierung von Mausfibro-
blasten zugrunde liegen und kénnten so die klinische Anwendung dieser Technologie

verbessern helfen.

FRAGESTELLUNG UND ZIELSETZUNG | 19



D MATERIAL UND METHODEN

D 1 Richtlinienkonformes Arbeiten

Die hier beschriebenen Experimente wurden in einem Biosafety Level 2 Labor durchgefihrt.
Die Sicherheit des Labors, insbesondere die Arbeit mit Retro- und Lentiviren wurde durch
das UCSF Institutional Biosafety Committee hinsichtlich der Konformitat zu den Richtlinien
des amerikanischen Nationalen Gesundheitsinstituts geprift (NIH Guidelines for Research

Involving Recombinant DNA Molecules). Experimente an M&usen wurden vom UCSF

Institutional Animal Care and Use Committee geprift und freigegeben.

D 2 Materialien

D 2.1 Gerate

Bezeichnung Hersteller
3-Achsen Joystick Ol Hydraulik Mikromanipulator MO-202U Narishige
Airflow LAS
Bestrahlungsgerat MultiRad 160 Faxitron
BioAssay Reader Bio-Plex 200 Systems Bio-Rad

Dampfsterilisator

Eismaschine

Elektrische Prézisionswaage
Elektrophoresekammer PROTEAN Il XL Cell
Elisa-Mikroplattenlesegerat

Falkon Roller, Low Profile Roller
Flachbett-Fluoreszenzscanner Odyssey ODY-01085
Flachbett-Gelelektrophorese-Apparatur

Flow Cytometer BD™ LSR I

Gasbrenner

Gefrierschrank -20°C

Gefrierschrank -80°C

Gefrierschrank Flussigstickstoff

Heizblock

IN Cell Analyzer 2000

Inkubationsschttler

Invertiertes Stereomikroskop 1X71

Kahlschrank

Kuhlzentrifuge

Luft-gepolsterter Tisch Cleanbench

Luminometer SpectraMax L

Magnetrihrer

Mikrowellengerat

Mini Trans-Blot Elektrophorese Transferzelle
Neubauer-Zdhlkammer

Piezo-Mikromanipulator mit FuRpedal, PMM-150FU
Pipette Multikanal, L12 x 10, L12 x 200

Pipetten Einzelkanal, P2, P10, P20, P100, P200, P1000
Pneumatische Injektoren CellTram Air/Oll

LTE Scientific
Cole-Parmer Instrument Company
Kern

Bio-Rad

Bio-Rad

Stovall Life Science
LI-COR

Thermo Fisher Scientific
BD Biosciences

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
AKM Lab

GE Healthcare

Innova

Olympus

Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich

Technical Manufacturing Corp.
Molecular Devices
VWR

Thomas Scientific
Bio-Rad

Celeromics

Prime Tech

Gilson

Gilson

Eppendorf
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Schuttler

Spektralphotometer NanoDrop 2000
Stereomikroskop SZX10
Stereomikroskop-Warmeplatte MATS-5
Table Top Anasthesiemaschine, V3000PK
Tischzentrifuge

Vakuum-Zentrifuge

Vortex-Genie

Warmeplatte MATS-55R30

Wasserbad

Zellkultur Brutschrank, CO2 5% (v/v), 37°C

VWR

Thermo Fisher Scientific
Olympus

Tokai Hit Co.

Parkland Scientific
Thermo Fisher Scientific
Eppendorf

VWR

Tokai Hit Co.
Cole-Parmer Instrument Company
Sanyo

Tabelle 2: Geréte

D 2.2 Software

Bezeichnung Einsatzzweck Hersteller
IN Cell Developer Suite High Content Imaging Bildanalyse GE Healthcare
Photoshop, lllustrator CS3, CS5 Grafikbearbeitung Adobe
Office Suite 2010, 2013, 2016 Text- und Tabellenverarbeitung Microsoft
SigmaPlot V12 Diagrammerstellung Systat Software
Image Studio Westernblot LI-COR
SnapGene Gensequenz-Bearbeitung GSL Biotech
BD FACSDiva V6.1.3 Durchflusszytometrie BD Biosciences
FlowJo V10.2 Durchflusszytometrie FlowJo

Tabelle 3: Software

D 2.3 Verbrauchsmaterial
Bezeichnung Hersteller
10 mL Spritzen, 1 mL Spritzen, #400 012, # 400 027 Thermo Fisher Scientific
26G Spritzen Nadel BD
Acryl-Kuvetten Sarstedt
Blotting Filterpapier, Dick Bio-Rad

Falkonréhrchen

Hamilton Spritze 5 mL # 81520

Kimwipe Wischtlicher

Kryokonservierungsréhrchen
96-Well-Mikrotiterplatte, schwarz, Greiner uClear
96-Well-Mikrotiterplatte, transparent, Whatman Clear View
Mundpipetten-Ansaugschlauch, A5177
Mundpipetten-Mikrokapillaren 10cm x 1mm, P0549
Petrischale 10cm x 2,1 cm

Petrischale 3,5cm x 1,2cm

Petrischale 6cm x 1,5cm

Piezo Drill Tip ES Pipettenspitze fir Piezobohrer
Pipettenspitzen ohne und mit Filter 0,1 yL — 1000 pL
PVDF Membran Immobilon-FL

Reaktionsgefaflie 1,5 mL

Safe Lock Gefalle 2 mL

Serologische Pipetten

Sterilfilter

UV-Klvetten

Vacutip, Spitze fir Haltepipette

Watchmaker Pinzette Dumostar #5, Nadelhalter, Mikroschere, Nadel & 8/0 Faden

Wundverschluss: Autoclip-Applikator, 9mm Autoclips, Entfernungszange
Zellkulturflaschen und -platten
Zentrifugenbecher

Thermo Fisher Scientific
Hamilton

Kimberly-Clark

Thermo Fisher Scientific
Greiner

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Corning

Corning

Corning

Eppendorf

Gilson

Millipore

Eppendorf

Eppendorf

Corning

Merck

Merck

Eppendorf

Fine Science Tools

Fine Science Tools
Merck, Corning

Thermo Fisher Scientific

Tabelle 4: Verbrauchsmaterial
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D 2.4 Chemikalien, Farbemittel, Reagenzien, Kits

Bezeichnung Hersteller
2-Mercaptoethanol (2ME), 50 mM (1000 x) Cell Culture Facility UCSF
4' 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Sigma-Aldrich
Acrylamid Sigma-Aldrich
Alkalische Phosphatase Sigma-Aldrich
Ammonium-Persulfat Sigma-Aldrich

Ampicillin Sigma-Aldrich

Aqua destilata (A. dest.) Sigma-Aldrich
Bacto-Trypton BD Biosciences
Bio-Rad-Protein-Assay Bio-Rad

Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich
Deoxycholat Sigma-Aldrich
DharmaFECT 1 Transfektionsreagenz Dharmacon
Dimethylformamid (DMF) Merck

Dimethylsulfoxid (DMSO) Cell Culture Facility UCSF
Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich
Auftragspuffer (10 x) Thermo Fisher Scientific
DNA-Langenstandard 100 bp-Stufen Invitrogen
DNA-L&ngenstandard 250 bp-Stufen Invitrogen
DNA-L&ngenstandard 50 bp-Stufen Invitrogen
Dual-Luciferase-Reporter-Assay Kit Promega

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) # CCFAA005
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS) # CCFAL001
Essigsaure

Ethanol, 100%, 70%

Ethidiumbromid ~95%

Ethylendiamintetraessigsédure (EDTA)
Ethylenglycolbistetraessigsdure (EGTA)

FBS (Fetal Bovine Serum)

FuGENE-6 Transfektionsreagenz

Glutaraldehyd

Glycerol

Glycin

Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) # CCFAJ001
HCI

Hoechst-33342 Solution 20 mM (Hoechst)

Isofluran

Kaliumferricyanid

Kaliumferrocyanid

Kanamycin

KCI Lésung

Knockout Serum Replacement (KSR) # 10828028
Knockout-DMEM (KO-DMEM) # 10829018
KSOM-Medium, Lésung zur Embryonenkultur #MR-101-D
LB Agar # 22700-025

LB-Medium # 10855-001

L-Glutamine 200mM, 100 %, 25ml (L-Glut) # CCFGB002
M2-Medium, Lésung zur Embryonenkultur, # MR-051-F
Meloxikam, 5 mg/mL

Methanol

MgCl2

Mineraldl # 23304-04

N,N'-Methylen-Bisacrylamid (MBA)

NaCl

NaOH

Natriumacetat

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumhydroxid

Cell Culture Facility UCSF
Cell Culture Facility UCSF
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Cell Culture Facility UCSF
Promega

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Cell Culture Facility UCSF
Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific
Kent Scientific
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Merck

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Cell Culture Facility UCSF
Merck

Merck

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Nacalai Tesque
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
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Natriumphosphat

Non-Essential Amino Acids 100 x (NEAA) # CCFGA001
Nonylphenoxypolyethoxyethanol (NP-40)

Octoxinol 9 (Triton-X 100)

Octylphenoxypolyethoxyethanol (Nonidet P-40)

Odyssey Blocking Buffer in PBS

Paraformaldehyd

Paraformaldehyd (PFA)

Penicillin-Streptomycin (Pen/Strep), 5 mL (100 x) # CCFGK001
Phosphatase-Inhibitor-Cocktail

Sigma-Aldrich

Cell Culture Facility UCSF
Dow Chemicals
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

LI-COR

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Cell Culture Facility UCSF
Roche

Polybrene #107689 Sigma-Aldrich
Polysorbat 20 (Tween 20) Sigma-Aldrich
Polyvinylpyrrolidone (PVP) 12% (w/v) in A. dest. Merck
Protease-Inhibitor-Cocktail Roche
Proteingréfenstandard Chameleon Duo 8 — 260 kDa LI-COR
PureYield Plasmid Maxiprep System #9FB083 Promega
PureYield Plasmid Midiprep System #9FB077 Promega
PureYield Plasmid Miniprep System #9FB093 Promega
Puromycin Sigma-Aldrich
Quecksilber 2 mol/L Merck
RNaseZap RNA Dekontaminationslésung #AM9780 Thermo Fisher Scientific
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich
Tris Base Sigma-Aldrich
Tris-HCI Sigma-Aldrich
Trypanblau 0,4% Merck

Trypsin/EDTA 0,05% # CCFGP001
X-Gal Stocklésung
X-Galactose (X-Gal)

Cell Culture Facility UCSF
Merck
Sigma-Aldrich

Tabelle 5: Chemikalien, Farbemittel, Reagenzien, Kits

D 2.5 Puffer, Medien

Bezeichnung Inhaltsstoffe

10 x TAE-Puffer
eingestellt

40 mM Tris, 20 mM Natriumacetat, 2 mM EDTA, mit Eisessig auf pH 8,3

20X Tris-Glycin Transfer Puffer
4% PFA-PBS fiur die
Immunofixation
Blockierungspuffer fir die
Immunofixation

ES-Medium

Fixierungslésung Embryo
Gesamtprotien-Extraktionspuffer
fur die Proteinanalytik

KO-Medium

Laufpuffer fir SDS-PAGE

MEF-Medium

24,2 g Tris Base, 150,1 g Glycin, 1 mL A. dest

800 mL PBS, 40 g PFA, 1 M NaOH tropfenweise bis PFA geldst,
Auffillen bis 1 L mit PBS. pH Einstellung mit HCI auf 6,9

PBS, 0,1% Triton X-100, 1% Ziegen-Serum, 2% BSA

50 uM 2ME, 1 x Pen/Strep, 1 x NEAA, 1 x L-Glut, Lif und

Alternativ:

+ 15% FBS (Standard)

+ 1% FBS (Starvation)

4 mL 25% Glutaraldehyd, 2,5 mL 100 mM EGTA, pH 7,3,0,4 mL 1 M
MgClz, 173,1 mL A. dest. 20 mL 10 x PBS.

25 mM Tris-HCI, pH 7,9, 150 mM NacCl, 0,1% Nonidet P-40, 0,1 mM
EDTA, 10% Glycerol, 1TmM DTT

KO-DMEM mit 50 uM 2ME, 1 x Pen/Strep, 1 x NEAA, 1 x L-Glut, Lif
+15% KSR

Tris3 g

Glycin 14,4 g

SDS1g

Auffillen auf 1L mit A. dest.

DMEM mit 50 uM 2ME, 1 x Pen/Strep, 1 x NEAA, 1 x L-Glut und
Alternativ:

+10% FBS (Standard)

+ 1% FBS (Starvation)
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Probenpuffer fir SDS-PAGE

Sammelgel 5,7% fur SDS-PAGE

Trenngel 14% fir SDS-PAGE

Waschpuffer Embryo

X-Gal Féarbelésung

10% (w/v) SDS 40 pL 5 mL

Sammelgelpuffer 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8 1,75 mL
Glycerol (87%) 1,5 mL

Bromphenolblau 1% 1,25 mL Tropfen

2ME 0,5 mL

30% (w/v) Acrylamide 0,76 mL

1% (w/v) MBA 0,52 mL

Sammelgelpuffer 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8 1 mL

A. dest. 1,71 mL

10% (w/v) SDS 40 pL

10% (w/v) Ammonium-Persulfat 27 pL

TEMED 2,7 uL

30% (w/v) Acrylamid 3,73 mL

1% (w/v) MBA 1,15 mL

Trenngelpuffer 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8 2 mL

A. dest. 1,04 mL

10% (w/v) SDS 80 pL

10% (w/v) Ammonium-Persulfat 53 pL

TEMED 5,3 L

0,4 mL 1 M MgClz, 2,0 mL 1% Deoxycholat, 2,0 mL 2% NP-40, 195,6 mL
0,1 M Natriumphosphat, pH 7,3.

2,0 mL 25 mg/ml X-Gal Stock, 0,106 g Kaliumferricyanid, 0,082g
Kaliumferrocyanid, 48,0 mL Waschpuffer Embryo (s.0.)

Tabelle 6: Puffer, Substanzen, Ndhrmedien

D 2.6 Antikérper, Liganden

Antikérpername und Verdiinnung Herkunft Hersteller
Primarantikérper Westernblot

GAPDH 1:5000 Kaninchen Santa Cruz, sc-25778
Phospho-Akt (Ser473) 1:2000 Kaninchen Cell Signaling, #4060
Phospho-Akt (Thr308) 1:1000 Kaninchen Cell Signaling, #2965
Gesamt-Akt (pan) 1:1000 Maus Cell Signaling, #2920
PTEN 1:2000 Kaninchen Cell Signaling, #9552
Primarantikdrper Immunfluoreszenz

Nanog 1:50 Kaninchen Abcam #ab21603
SSEA1 1:100 Maus Univ. of lowa #MC-480
B-Catenin 1:100 Kaninchen Cell Signaling #9587
Sekundarantikérper Westernblot

IRDye 680RD anti-Kaninchen 1:25 000 Ziege LI-COR

IRDye 800CW anti-Maus 1:25 000 Ziege LI-COR

IRDye 680RD anti-Kaninchen 1:25 000 Ziege LI-COR

IRDye 800CW anti-Maus 1:25 000 Ziege LI-COR
Sekundarantikérper Immunfluoreszenz

Alexa Fluor 488 anti-Maus 1:1000 Ziege Abcam # ab150113
Alexa Fluor 488 anti-Kaninchen 1:1000 Ziege Abcam #ab150077
Alexa Fluor 568 anti-Maus 1:1000 Ziege Abcam #ab175473
Alexa Fluor 568 anti-Kaninchen 1:1000 Ziege Abcam #ab175471
Liganden

IGF-1, rekombinant, 2ng/mL Maus Thermo Fisher Scientific
Whnt3a, rekombinant, 40 ug/mL Maus R&D Systems
Leukemia inhibiting factor (Lif), rekombinant, 1 ng/mL  Maus Thermo Fisher Scientific

Tabelle 7: Antikérper, Liganden
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D 2.7 miRNAs und Plasmide

Plasmidname Kurzform Hersteller
Luciferase-Reportersystem

M50 Super 8x TOPFlash TOPFlash Addgene Plasmid #12456
M51 Super 8x FOPFlash FOPFlash Addgene Plasmid #12457
pRL-TK-Renilla TK-Renilla Promega Pasmid #E2241
Retrovirusherstellung

pCL-Eco Addgene Plasmid # 12371
pMXs-Oct4 Addgene Plasmid # 13366
pMXs-Sox2 Addgene Plasmid # 13367
pMXs-KIf4 Addgene Plasmid # 13370
Lentivirusherstellung

pMDL Addgene Plasmid # 12251
pRSV Addgene Plasmid # 12253
pVSVG Addgene Plasmid # 12259
pSin-EF2-Oct4-IRES-Pur Addgene Plasmid # 16579
pSin-EF2-GFP-302-Sponge-Pur In unserer Arbeitsgruppe kloniert
Mimics

miR-294 Mimic miR-294 Dharmacon

miR-302b Mimic miR-302b Dharmacon

Mutierte miR-302b Mimic miR-302bMut Dharmacon

miR-181a-d Mimic miR-181a-d Dharmacon
Negativkontroll Mimic miR-Con Dharmacon
Negativkontroll siRNA siR-Con Dharmacon, On-TargetPlus, siGenome

Tabelle 8: Plasmide und miRNA

D 2.8 Organismen

Name des Organismus Herkunft

Bakterienstdmme

Stbl2/Stbl3 E.coli Thermo Fisher

DH5a E.coli Thermo Fisher

E. coli TOP10 F Invitrogen, USA

Eukaryote Zelllinien

MEF (murin) Dr. Rudolf Jaenisch, Whitehead Institute (MIT)

mESC V6.5 (murin)
3T3-Fibroblasten (murin)

Dr. Rudolf Jaenisch, Whitehead Institute (MIT)von
ATCC

HEK293 (human) Sigma-Aldrich
Mauslinien
Oct4-GFP Dr. Rudolf Jaenisch, Whitehead Institute (MIT)

Rosa26*f9al Oct4-GFP

C57BL/6 Weibchen, E2,5 super-ovuliert und befruchtet
Swiss-Webster Weibchen, E2,5 pseudoschwanger

Dr. Rudolf Jaenisch, Whitehead Institute (MIT)
Taconic
Taconic

Tabelle 9: Verwendete Organismen
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D 3 Methoden

D 3.1 Zellkultur

D 3.1.1 Arbeitsbedingungen

Samtliche Arbeiten mit Zellen wurden unter sterilen Bedingungen in einer Laminar Flow bei
Raumtemperatur (RT) durchgefiihrt. Die Inkubation der Zellen erfolgte in einem Brutschrank
bei 37°C, 5% CO und 90% relativer Luftfeuchtigkeit.

D 3.1.2 Zellzdhlung

Vor dem Ausplattieren der Zellen in Kulturgefélle, etwa nach dem Auftauen oder Splitten,
mussten diese gezahlt werden. Dies erfolgte unter Einsatz einer Neubauer-Zahlkammer.
Dazu wurden 5 yL der Zellsuspension mit 5 L Trypanblau-L&sung versetzt und in die Zahl-
kammer pipettiert. Da vitale Zellen keinen Farbstoff aufnehmen, wurden ausschlielilich die
nicht blau gefarbten Zellen in 4 Feldern der Zdhlkammer ausgezahlt und Uber die folgende

Formel in Zellzahl pro Milliliter umgerechnet:

Zellzahl — Summer aller Zellen der 4 Grofifelder
mL 4

x 20000

D 3.1.3 Kultur von HEK293-Zellen

HEK293-Zellen sind immortalisierte humane embryonale Nierenzellen. Sie zeichnen sich
durch robustes Wachstum unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen sowie eine hohe
Teilungsrate aus und wurden im Rahmen dieser Arbeit zur Produktion von Lenti- und
Retroviren eingesetzt. Die Kultivierung erfolgte in MEF-Medium ohne Gelatine-Beschich-
tung. Bei der Transfektion der Packaging-Plasmide fiir die Virusherstellung wurde streng auf
eine Konfluenz von 50 — 80% geachtet. Eine hohe Passageanzahl wurde vermieden (vermin-

derte Virusproduktion).

D 3.1.4 Kultur von 3T3-Fibroblasten

Immortalisierte 3T3-Fibroblasten sind kontakt-inhibierte Zellen, welche urspringlich von ei-
ner Embryonenkultur von NIH Swiss Mausen abgeleitet wurde. Sie wurden in dieser Arbeit
verwendet, um sie stabil mit einem Reporterkonstrukt fir exogen eingeschleuste miRNA zu
verwenden. Bei der Transduktion der 3T3-Fibroblasten wurde auf Subkonfluenz geachtet,
da in dieser Phase die Infektiositat der Virionen und die Rekombinationsrate der einge-

schleusten DNA erhéht war. Vom Auftauen bis zur Transduktion waren im Normalfall 7 Tage
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mit 3 Splittings vorgesehen. Die Kultivierung erfolgte in MEF-Medium unter taglichem Wech-

sel des Mediums.

D 3.1.5 MEF-Kultur

MEFs dienten als Ausgangszellen fir die Reprogrammierung und nach Bestrahlung auch
als Futterzellen fur iPSC- oder ESC-Kolonien. Sie wurden in MEF-Medium mit 10% FBS
kultiviert. ZellkulturgeféRe wurden vorher mit 0,1% Gelatine beschichtet (Inkubation 30 min,

37°C vor Ausplatierung).

D 3.1.5.1 MEF-Gewinnung

Fur Reprogammierungsversuche wurden doppelt transgene Rosa26*9%, Oct4-GFP-Mause
oder einfach transgene Oct4-GFP-Mause verwendet. Diese wurden am Tag E13,5 aus dem
Uterus isoliert. Hierflr wurde die trachtige und durch zervikale Dislokation getétete Maus
zunachst in HBSS und 70% Ethanol getrankt und mit einer sterilen Schere und Pinzette ab-
dominal erd¢ffnet, der Uterus dargestellt und dieser in eine 6-cm-Petrischale in PBS
Ubertragen. Aus dem Uterus wurden die Embryonen herausprépariert und in eine neue Pet-
rischale mit HBSS gegeben. Rosa26*f%-transgene Embryos wurden mit einer X-Gal Far-
bung identifiziert. Zur Feststellung der Oct4-GFP Auspragung erfolgte die Begutachtung des
Embryos unter einem Fluoreszenzmikroskop. Aufgrund der natlrlichen GFP-Expression in
den Gonaden konnten auf diese Art transgene Embryos identifiziert werden. Weiterhin konn-
ten UOber das Fluoreszenzverhalten und die Inspektion der Gonaden weibliche von
mannlichen Embryos unterschieden werden. Mannliche Embryos wurden weiterverwendet,
weibliche verworfen. Unter dem Stereomikroskop wurden Kopf, Gonaden und Eingeweide
herausgel6st und verworfen. Extremitdten und Kérperhéhle wurden in HBSS gewaschen und
mit 0,25% Trypsin / 1mM EDTA HBSS in einer 10 mL Spritze aufgezogen und durch eine
18G Nadel in eine neue Petrischale gegeben. Die partiell dissoziierten Embryos wurden er-
neut mehrfach auf- und abpipettiert und dann fiir 15 min bei 37°C inkubiert. Danach wurde
das Gewebe in einem 10 mL Falkon zentrifugiert (5 min, 1 x g). Nach dem Verwerfen des
Sediments erfolgte ein zweiter Waschschritt in MEF-Medium. Nach Zentrifugation erfolgte
dann die Ausplatierung in einer T175-Zellkulturflasche (1 Flasche pro Embryo). Im Zellinku-
bator wurde diese Zellkulturflasche fir 3 — 4 Tage kultiviert; das Medium wurde dabei alle 2
Tage durch frisches MEF-Medium ersetzt. Die so erhaltenen MEFs waren per definitionem
Passage 0. Sie konnten entweder direkt oder bis Passage 3 kryokonserviert werden. Die
Kryokonservierung mit 6 x 108 Zellen pro Vial wurde wie unter D3.1.7 beschrieben durchge-
fuhrt.
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D 3.1.5.2 Herstellung inaktivierter MEF-Fitterzellen

Die Zellteilung von MEFs wird u.a. durch radioaktive Bestrahlung inaktiviert. Die so erhalte-
nen irMEFs wurden fir ESCs und iPSCs als Futterzellen verwendet. Sie dienten zur Verbes-
serung der Adhdrenz und sorgten fur das nétige Mikromilieu. Hierfir wurden die MEFs aus
E13,5 Embryos isoliert (s.0.) und vor der ersten Ausplatierung in einem 50 mL Falkon ge-
sammelt und mit 80 Gy bestrahlt. Hiernach erfolgte die Kryokonservierung (5 x 108 Zellen
pro Vial). Fur eine PSC-Kultur wurden 2 Tage vorher irMEFs aufgetaut und mit einer Dichte

von 0,5 x 10° Zellen pro cm? ausplatiert.

D 3.1.6 PSC-Kultur

Erfolgreich reprogrammierte iPSC- und ESC-Linien wurden in Knockout-Medium mit 15%
Knockout Serum Replacement (15%-KSR-KO-Medium) auf irMEFs oder nach dem Entwdh-
nen von Futterzellen auf 0,1% Gelatine kultiviert. Hohe Konfluenzen induzieren eine Diffe-
renzierung und wurden vermieden. Ein Medien-Wechsel erfolgt mindestens alle 2 Tage.
iPSCs haben eine Verdopplungsrate von circa 30 h und sollten in unserem Fall aufgrund
ihrer Abstammung aus Oct4-GFP-MEFs stets GFP-positiv sein. Kolonien hatten eine leicht

dreidimensionale Form und keine Auslaufer.

Beim Splitten von ESCs oder iPSCs wurde das neue Zellkulturgefald vorher mit 0,1% Gela-
tine beschichtet (5 min Inkubation bei RT): Nach einem Waschschritt in HBSS mit 500 uM
EDTA erfolgte eine Trypsinierung (0,05% Trypsin, 5 min, 37°C) welche nachfolgend mit 10%-
FBS-ES-Medium gestoppt wurde. Nach einem Zentrifugationsschritt in einem 15 mL Falkon
(5 min, 500 x g, RT) wurde der Uberstand abpipettiert und die Zellen in frischem ES-Medium
gelést. Nach Bestimmung der Zellzahl mit der Neubauer-Zdhlkammer erfolgte eine
Verdiinnung (1:10 Splitting) und die Ausplatierung in 15%-KSR-KO-Medium.

D 3.1.6.1 Entwéhnung von irMEFs

Um PSCs von den interferierenden Futterzellen zu entwéhnen wurde die Kultur zun&chst
trypsiniert (0,05% Trypsin, 5 min, 37°C) und in 10 mL Medium in einer 10-cm-Petrischale mit
Gelatinebeschichtung (0,1% Gelatine, Inkubation 30 min, 37°C) resuspendiert. Wahrend 30
min wurde alle 5 — 10 min Uberprift, wie viele Zellen sich bereits am Untergrund festgesetzt
hatten. irMEFs waren 3 — 4-fach groRer als PSCs und adharierten zuerst. Auf diese Weise
lieRen sich die aus dem Uberstand abpipettieren und isolieren. Da bei diesem Prozess einige
PSCs apoptotisch wurden, wurde hier ein geringeres Splitting-Verhaltnis gewahlt (1,5:1 oder
2:1 anstatt 3:1 oder 4:1). Dieser Vorgang wurde nach einer weiteren Passage wiederholt,
um restliche Futterzellen zu entfernen. Nach zwei Passagen erhielt man auf diese Art eine

nahezu Fitterzell-freie PSC-Kultur.
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D 3.1.7 Kryokonservierung

Zur Kryokonservierung von Zellen wurde zunéchst ein Medium bestehend aus 20% DMSO,
20% FBS und 60% DMEM vorbereitet und Uber einen Filter mit 0,45 uM Porengré3e steril-
filtriert. Die einzufrierenden Zellen (500 000 — 800 000 Zellen/mL) wurden nach Trypsinierung
und Zentrifugation in 0,5 mL MEF-Medium resuspendiert und mit 0,5 mL des
Kryokonservierungsmediums vermengt. Die Vials wurden in einen Styropor-Behélter Gber-
fuhrt und Gber Nacht bei -80°C eingefroren. Am Folgetag wurden sie in den Flissig-
Stickstofftank bei -196°C Ubertragen.

Zum Auftauen wurden die Vials mit den kryokonservierten Zellen aus dem Stickstofftank ge-
nommen, kurz unter der Laminar-Flow geéffnet, um Stickstoffreste entweichen zu lassen und
2 min im Wasserbad bei 37°C erwarmt, bis nur noch ein kleiner Eiskern vorhanden war. Die
Zellsuspension wurde in einem 15 mL-Falkonréhrchen mit 5 mL Kulturmedium verdinnt und
durch Zentrifugation (5 min; 600 x g; 20°C) von DMSO-Resten befreit. Zur Kultivierung

erfolgten die Resuspension und Aussaat unter o. g. Bedingungen.

D 3.2 Mikroskopie und High Content Imaging

In dieser Arbeit wird neben der klassischen Hellfeldmikroskopie auch die Dunkelfeldmikro-
skopie verwendet. Hierbei werden nur die Streustrahlen, welche ein Objekt erzeugt, im Ob-

jektiv Gbertragen und fiihren zu einer Bildwahrnehmung mit einem dunklen Hintergrund.

Bei der Fluoreszenzmikroskopie werden hingegen Fluorochrome verwendet, welche bei Be-
strahlung mit Licht einer bestimmten Wellenlange in einen angeregten Zustand Uberfuhrt

werden und nachfolgend Photonen einer anderen Wellenldnge emittieren.

Der immunfluoreszenzmikroskopische Nachweis bestimmter Antigene in einer Schicht kulti-

vierter Zellen wird Immunzytochemie genannt.

In dieser Arbeit wurden Zellen untersucht, welche das griin fluoreszierende Protein GFP als
Transgen exprimieren. Dieses Protein hat ein Exzitationsmaximum bei 395nm und Emissi-
onsmaximum bei 509nm. Es reichert sich im Zellplasma an. Zur Messung der Fluoreszenzin-

tensitat wurde als Sperrfilter der sog. GFP Filter verwendet (Emissionsmaximum bei 514nm).

Zur nukledren Gegenfarbung kam in dieser Arbeit der Farbstoff Hoechst zu Einsatz. Dieser
wird im letzten Schritt vor der Auswertung dem Medium in einer Verdinnung von 1:10 000
zugegeben. Der Farbstoff diffundiert durch die Zellmembran und bindet an doppelstrangige
DNA. Das Exzitationsmaximum liegt bei 361 nm, das Emissionsmaximum bei Bindung an
dsDNA bei 461 nm. Hoechst weist dieselben Absorptions- und Emissionsmaxima wie DAPI

auf, sodass der DAPI-Kanal auch fur die Hoechst-Farbung benutzt werden konnte.
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Fur die manuelle Mikroskopie wurden die Zellen unter einem Gerat der Firma Olympus ana-
lysiert. Dieses ist ein klassisches Auflicht-Fluoreszenzmikroskop, bei dem das Anregungs-
licht Gber das Obijektiv in das Praparat einstrahlt. Vorher wurde durch einen Anregungsfilter
die bendtigte Wellenldnge eingestellt. Die automatisierte, mikroskopische Analyse im
Hochdurchsatz, das sog. High Content Imaging (HCI) wurde mit dem IN Cell Analyzer 2000
durchgefuhrt. Dies ist ein automatisiertes Mikroskop, mit dem gréfiere Datenmengen
beispielsweise auf Mikrotiterplatten mit 96 Kavitaten (96-Well-Platten) eingelesen werden
kénnen. Diese groRe Anzahl an Einzelbildern wird dann Uber die zugehdrige Software nach

benutzerdefinierten Parametern ausgewertet.

D 3.3 Durchflusszytometrie
Prinzip

Bei dieser Technik werden die Eigenschaften von Zellen in Suspension auf physikalische
und immunologische Weise qualitativ und quantitativ erfasst. Dabei werden Zellen aus einer
Messkilvette angesogen. Es werden das Vorwartsstreulicht (Lichtbeugung, Forward Scatter,
FSC), als Mal fir das Zellvolumen und das Seitwéartsstreulicht (Lichtbrechung, Side Scatter,
SSC), als Mal fir die Granularitdt und Vesikelmenge in der Zelle sowie Gréf3e und Struktur
des Zellkernes bestimmt. Zudem kommen Fluorochrome zum Einsatz, mit denen die Zellen
geférbt werden oder die durch die Zellen selbst produziert werden. Diese werden durch
dichroitische (teildurchlassige) Spiegel, Anregungslaser und Absorbtionsfilter analysiert. In
dieser Arbeit wird im GFP-Kanal die Eigenfluoreszenz des Transgens GFP analysiert. Eine
Antikdrperinkubation kommt nicht zum Einsatz. Die Malleinheit der gemessenen Licht-
intensitat, ob nun durch Forward Scatter, Side Scatter oder GFP-Fluoreszenz wird innerhalb
des Zytometers normiert und in a.u. (arbitrary units) angegeben. Auf die Angabe dieser

Einheit wird im Folgenden verzichtet.
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Abb. 8: Gating von Zellen in der Durchflusszytometrie
a. Auswahl lebendiger Zellen mit linearen FSC und SSC-Eigenschaften. b. Auswahl singulérer Zellen (iber eine
Gerade mit Steigung x=1 zwischen der Fldche (SSC-A) und Héhe (SSC-H) des SSC-Signals (Details siehe Text).
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Durchfiihrung

Nach der Trypsinierung von in 6-Well-Platten kultivierten Fibroblasten wurde die Reaktion
mit 10%-FBS-MEF-Medium gestoppt und die Zellen kurz abzentrifugiert. Danach erfolgt die
Resuspension in 2mL DMEM ohne Zusétze und die Z&éhlung in der Neubauer-Zahlkammer

mit nachfolgender Verdiinnung der Zellen auf 10° Zellen/mL.

Diese Suspension wurde jeweils in eine Messklvette pipettiert. Die Messklvetten wurden

auf Eis gelagert.

Nach Messung von ca. 20 000 Events, also einzelnen aufgezeichneten Signalen, erfolgte
zunachst das sog. Gating, bei dem Uber die o0.g. Lichtbrechungs- und Lichtbeugungswerte
lebende Zellen selektiert werden und im zweiten Schritt singulére Zellen von Zellklumpen

getrennt werden (Abb. 8).

Wie oben beschrieben erfolgt fiir jede Probe das Gating, um lebende Zellen von Debris und
Zellklumpen zu unterscheiden. Danach wurde die Anzahl singularer lebender Zellen, die An-
zahl GFP-positiver Zellen, die GFP-Intensitat pro Zelle und die mediane GFP-Intensitéat und

dessen Standardabweichung bestimmt.

D 3.4 Plasmidpraparation
Bakterienkultur und Transformation

Die folgenden Schritte waren notwendig, um Plasmide fur weitere Transfektionsschritte zu
vervielféltigen. Hier wurde der Bakterienstamm Escherichia coli (E. coli) verwendet. Die An-
zlichtung erfolgte auf Agarplatten oder in einer Flissigkultur. Die Einschleusung von Fremd-
DNA in ein Bakterium wird dabei als Transformation bezeichnet. Die zu vermehrenden Plas-
mide kodieren u.a. Ublicherweise flir eine Ampicillin/Kanamycin Resistenz, die flir erfolgreich
transformierte E. coli Bakterien eine Selektion erlaubt. Damit Bakterien effektiv Fremd-DNA
aufnehmen, missen sie kompetent gemacht werden. Die uns verfligbaren Bakterienstdmme

wurden bereits kompetent erworben.

Nahrmedien wurden fiir 20 min bei 121°C bei einem Druck von 1,2 x 10° Pa autoklaviert.
Hitzeinstabile Lésungen wurden durch Filtration (0,2 um Porengrél3e) sterilisiert und den auf
< 50°C abgekihlten Ndhrmedien nach dem Autoklavieren zugesetzt. Zur Herstellung fester
Néhrmedien (Agarplatten) wurde den Medien vor dem Autoklavieren 15 g/l Bacto-Agar zu-
gesetzt. Die beiden Antibiotika Ampicillin (200 mg/mL in 70% Ethanol) und Kanamycin
(50 mg/mL in A. dest.) wurden als Stamml&sungen aliquotiert bei -20°C aufbewahrt. Die Zu-
gabe zu den Nahrmedien erfolgte bei einer Temperatur < 50°C. Hierbei betrug die Endkon-

zentration des Ampicillins 200 pg/mL, die des Kanamycins 50 ug/mL.
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Eine Konservierung einer Bakterienkultur fur Ianger als 4 Wochen erfolgte Uber eine Glyce-
rinstammkultur bei -80°C. Hierflr wurde eine Flissigkultur mit Glycerin versetzt (in der Regel
850 L Bakterienkultur und 150 pL Glycerin, ¢ = 15% v/v).

Fur die Praparation der Plasmide aus den Bakterien wurden zuerst Ampicillin/Kanamycin-
Agarplatten auf 37° erwdrmt. Zur Transformation wurde dann 1 Vial (100 uL) kompetenter
Bakterien von -80°C auf Eis aufgetaut. Davon wurden 20 uL in ein neues Vial pipettiert und
mit 0,5 bis 1 yL der Plasmidpraparation vermengt (gewlinschte Konzentration ca. 200
ng/mL). Nach vorsichtigem Ruhren erfolgte die Inkubation dieses Ansatzes auf Eis fur 30
min. Nach einem Hitzeschock von 45 s bei 42°C wurden 100 uL LB-Medium ohne
Ampicillin/Kanamycin pro 10 yL Bakteriensuspension zugesetzt und 1 h bei 37°C auf dem
Schiittelinkubator inkubiert (250 U/min). Danach erfolgte die gleichmafRige Ausplattierung
von 50 — 100 uL des Ansatzes mit Glaskugeln auf Agarplatten mit anschlieliender Anzucht
(Uber Nacht bei 37°C). Am Folgetag wurde eine einzelne Kolonie mit einer zuvor abgeflamm-
ten Impfése aufgenommen und hiermit 3 mL LB-Medium (mit Ampicillin/Kanamycin) ange-
impft. Diese Kultur wurde flr 8 h bei 37°C inkubiert (250 U/min). Gleichzeitig wurde die aus-
gewahlte Kolonie auch auf eine neue Agarplatte tibertragen, um bei korrektem Enzymverdau

eine Maxi-Praparation vereinfacht ansetzen zu kénnen.
Minipraparation

Zur Uberpriifung einer erfolgreichen Transformation erfolgte eine Verifizierung des Plasmids
nach dem Prinzip der analytischen Minipraparation. Diese beruht auf dem Prinzip der alkali-
schen Lyse [102]. Es wurden mehrere Kolonien ausgewéhlt und jeweils eine 3 mL Flissig-

kultur angesetzt, woraus sich etwa 5 — 10 ug DNA isolieren liel3.

Die Durchfiihrung der Minipraparation erfolgte streng nach Herstellerangaben. Zum Ende
des Protokolls wurde die DNA in einem 1,5 mL Vial in Nuclease-freiem Wasser aufgeldst.
Die Konzentration der erhaltenen DNA wurde mithilfe des NanoDrop-Photometers bestimmt.
Ein Absorptionswert von 1 gemessen bei einer Wellenlange von 260 nm, dem Absorptions-
maximum von Nukleinsduren (Azsonm), entspricht bei einer Schichtdicke der Kivette von 1
cm einer Konzentration von 50 ug/mL doppelstrangiger (ds)DNA, 40 ug/mL RNA oder 37
pg/mL einzelstrangiger (ss)DNA. Es wurde darauf geachtet, dass die Nukleinsdurelésungen
mdglichst wenig Protein (Azsonm) enthielten, was bei einem Verhaltnis Azsonm/Azsonm Von 1,7 —
2,0 bei DNA bzw. von 1,8 — 2,2 bei RNA gegeben war. Die so erhaltene Plasmid-L&ésung

wurde bei -20°C kryokonserviert.
DNA-Verdau und Gelelektrophorese

Zur Verifizierung korrekt vorliegender Plasmide wurden diese mit bekannten Restriktions-

enzymen verdaut. Restriktionsenzyme erkennen 6 bis 12 bp lange palindromische dsDNA
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Sequenzen und spalten an dieser Stelle Phosphodiesterbriicken. Eine Einheit eines Restrik-
tionsenzyms ist dabei definiert als die Menge, welche 1 ug DNA des Phagen Lambda in 1 h
bei 37°C in einem Gesamtreaktionsvolumen von 50 uL verdaut. Restriktionsenzyme wurden
gemal Herstellerangaben verwendet. Fur analytische Zwecke erfolgte stets ein 1 — 2

stiindiger Verdau von 1 ug DNA.

Die Analyse der DNA-Fragmente erfolgte durch Auftrennung nach der Grél3e in einem Aga-
rosegel mittels Elektrophorese. Die Agarosekonzentration in den Gelen lag indirekt
proportional zur Fragmentgré3e zwischen 0,5 und 3%. Die Agarose wurde in 1 x TAE-Puffer
suspendiert, durch Kochen solubilisiert und zur Gelierung in einen Gelschlitten gegossen, in
dem ein Kamm fiir die Auftragstaschen gesteckt war. Zur Visualisierung der Nukleinséduren
im UV-Licht wurde der Agarose-L&sung 1 pg/mL Ethidiumbromid beigegeben. Die benutzen
Gelvolumina betrugen je nach Probenvolumen und Probenzahl 60, 80 oder 120 mL. Nach
Erstarren wurde das Gel in eine Horizontalgelapparatur gestellt und mit 1 x TAE-Puffer be-
deckt. Vor Auftrag wurden die Proben mit 1/10 Volumen 10 x Auftragspuffer versetzt. Dabei
wurden 90% des angesetzten Verdaues (18 L) in eine Kavitat und 10% (2 pL) in eine andere
Kavitét pipettiert, um hochmolekulare von niedermolekularen Banden besser unterscheiden
zu kénnen. Die elektrophoretische Auftrennung der Nukleotide erfolgt bei einer Feldstarke
von 5 bis 7 V/cm Uber eine Dauer von 1 — 3 h. Die aufgetrennten DNA-Fragmente wurden

unter UV-Licht (302 nm) betrachtet und photographisch bzw. digital dokumentiert.
Midi- und Maxipréparation

Zur Aufreinigung groRerer DNA-Mengen wurden wahlweise Midi- oder Maxipréparationen
unter Verwendung der PureYield Plasmid Midiprep/Maxiprep Systeme gemaR Herstellerpro-
tokoll durchgefihrt.

Das Prinzip beruht darauf, dass genomische DNA sowie Zellwandbestandteile durch einen
Zentrifugationsschritt sedimentiert und die im Uberstand enthaltene Plasmid-DNA an eine
Anionen-Austausch-Saule gebunden wird. Die Zugabe eines Puffers, welcher Isopropanol
und Polyethylen-Glykol-Oktylphenyl-Ether enthélt, verhindert, dass im Lysat vorhandene En-
dotoxine an den Anionen-Austauscher in der Saule binden kénnen. Durch Waschen werden
Verunreinigungen wie RNA, Proteine und andere niedermolekulare Molekile entfernt. Die
Elution der Plasmid-DNA erfolgt unter Hochsalzbedingungen mit anschlieRender Prazipita-
tion durch Isopropanol. Das in der geféllten DNA enthaltene Salz wird durch Waschen mit
70%igem Ethanol entfernt. Fir die Midipraparation werden 50 mL LB-Medium angeimpft, fir
eine Maxipraparation ca. 250 mL LB-Medium. Die Menge an erhaltener DNA wird im Nano-

Drop-Photometer quantifiziert.
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D 3.5 Protein- und Enzym-Analytik

D 3.5.1 Proteinquantifizierung mittels Westernblot
Herstellung von Zelllysaten und Proteinquantifizierung

Das zellulare Gesamtprotein wurde nach entsprechender Anzucht und Behandlung der Zel-
len in einer 6-Well-Platte durch Lyse mit dem Gesamtprotein-Extraktionspuffer (100 uL pro
Kavitat) gewonnen. Diesem war Protease-Inhibitor-Cocktail und Phosphatase-Inhibitor-
Cocktail gemal Herstellerangaben zugesetzt. Das Lysat wurde bei 4°C fir 10 min auf einem
Schwenker geschiittelt, verbliebene Zellen vom Boden abgeschabt und die Suspension voll-
standig abpipettiert. Nach drei Schockgefrier-Auftau Zyklen wurde das Lysat abzentrifugiert
(4°C, 20 min, 16 000 U/min) und der Uberstand zur Quantifizierung des enthaltenen Proteins

auf Eis gelagert.

Zur Bestimmung des Proteingehaltes in den so gewonnenen Zelllysaten wurde eine kleine
Lysatmenge mit dem Bio-Rad-Protein-Assay nach Herstellerangaben untersucht. Dieser As-
say arbeitet nach dem Prinzip des Bradford-Testes, einer photometrischen Methode, bei der
Coomassie-Brillant-Blau G-250 in saurer Lésung mit unpolaren und kationischen Proteinsei-
tenketten Komplexe bildet [103]. Die so entstehende, stabile anionische Form des
Farbstoffes ldsst sich durch Verschiebung des Absorptionsmaximums von 470 nm auf 595
nm nachweisen. Durch Erstellen einer Eichkurve, die durch verschiedene Verdiinnung einer
mitgelieferten Albuminstandardiésung erstellt wurde, konnte in den entsprechend verdinn-
ten Proben nach Zugabe des Farbereagens und Messung bei 595 nm die in der Probe ent-

haltene Proteinkonzentration in einem ELISA-Mikroplattenlesegerat bestimmt werden.
SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese und Westernblot

Durch die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und den
nachfolgenden Westernblot kénnen Proteine unter Einsatz spezifischer Antikérper qualitativ

und quantitativ analysiert werden.

Bei der SDS-PAGE werden Proteine nach Beladung mit SDS im elektrischen Feld in einem
Polyacrylamidgel mit definierter Porengré3e entsprechend ihrer Molekiilmasse aufgetrennt
[104]. SDS ist ein anionisches Tensid. Es bindet an Proteine, Gberdeckt deren Eigenladung
durch einen Uberschuss an negativen Ladungen und filhrt so auch zur Streckung der Prote-

ine, sodass diese beim Anlegen einer Spannung zum Plus-Pol wandern.

Fir die Elektrophorese wurden 5 ug Protein pro Kavitat aufgetragen. Die Bestimmung der
Molekilmassen wurde Uber das Mitauftragen von Markerbanden (8 — 250 kDa) erreicht. Das
Polyacrylamidgel wurde dabei in zwei Phasen gegossen. Im Sammelgel wird das Proteinly-

sat in Auftragstaschen pipettiert. Zum Probenauftrag wurden 10 pyL Probenpuffer mit 10 uL
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Probe vermischt und auf 95°C erhitzt (5 min). Nach Beflllen der Auftragstaschen mit den
Proben wurde eine konstante Spannung von 200 V angelegt. Das Ende der Elektrophorese
war erreicht, sobald die blaue Lauffront (Bromphenolblau aus Probenpuffer) kurz vor dem
Ende des Gels angekommen war. Danach erfolgte der Elektrotransfer der zuvor aufgetrenn-
ten Proteine aus dem Gel auf eine PVDF Membran. Die geschah nach Herstellerangaben
fur 1h bei einer konstanten Spannung von 100 V. Nachfolgend wurde die Membran fir 1h
getrocknet, kurz mit Methanol und A. dest. gespdlt und in 1 x PBS gelegt. Zur Absattigung
potenzieller unspezifischer Bindungsstellen auf den Membranen erfolgte eine Inkubation in
Blockierlésung (10 mL Odyssey Blocking Buffer) fur 1 h bei RT. Diese Blockierlésung enthalt
Proteine von Nicht-Saugetieren, um Kreuzreaktionen zu vermeiden. Die fur den Westernblot
verwendeten Primarantikérper wurden in 10 mL Odyssey Blocking Buffer mit 0,2% Tween
20 gel6st, zur Membran gegeben und Uber Nacht bei 4°C auf einem Schuttler inkubiert. Da-
nach wurde die Membran mit 1 x PBS-T (0,1% Tween 20) 3-mal bei RT fiir 5 min gewaschen
und anschlieRend mit 10 mL Odyssey Blocking Buffer mit 0,2% Tween 20, 0,01% SDS und
Spezies-spezifischen Nah-Infrarot-Fluorochrom-markierten Sekundérantikérpern unter
Lichtschutz fir 60 min bei RT inkubiert. Nach weiteren drei Waschgangen mit PBS-T (0,1%
Tween 20) wurde die Membran schlief3lich feucht mit einem digitalen Flachbett-Fluoreszenz-
scanner eingelesen und unter Verwendung der Image Studio Software der Firma LI-COR

ausgewertet.

D 3.5.2 Immunzytochemie

Die Fixierung von Fibroblasten bzw. PSC erfolgte in der Kavitéat durch Zugabe einer 4% PFA-
PBS-L6sung direkt in der 96-Well-Mikrotiterplatte fur 15 min bei RT mit anschlieRendem Wa-
schen in PBS mit 0,1% Triton X-100. Es schloss sich eine Inkubation von 1 h mit Blockie-
rungspuffer an. AnschlieRend erfolgte eine Inkubation tber Nacht bei 4°C in Primarantikér-

per (gel6st in Blockierungs-Puffer zur Spezifitdtserhéhung).

Nach der Primarantikérperinkubation wurden die Zellen erneut in PBS mit 0,1% Triton X-100
gewaschen und 1 h bei RT in Sekundérantikérperlésung mit Blockierungspuffer inkubiert.
Hiernacht schloss sich ein weiterer Waschschritt mit nukledrer Gegenfarbung in PBS mit
0,1% Triton X-100 und Hoechst an. Die Versetzung des letzten Waschpuffers mit 1:10 000

Hoechst farbt die Zellkerne selektiv an.

D 3.5.3 Luciferase-basierender Reporterassay
Prinzip

In dem hier verwendeten Reporterassay fur B-Catenin wird das Plasmid M50

Super8xTOPFlas [105] verwendet. Dieses Plasmid kodiert eine Firefly-Luciferase aus dem
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Leuchtkafer Phontius pyralis. Als Promotor der Firefly-Luciferase dient ein viraler minimaler
TA-Promotor. Upstream dieses Promotors wurden durch die Erstbeschreiber sieben
TCF/LEF-Bindungsmotive kloniert. An diesen Motiven wirkt B-Catenin bei Bindung transak-
tivierend (7 Kopien der Sequenz: AGATCAAAGGgggta, das TCF/LEF Motiv in GroRbuchsta-
ben und eine Spacer Sequenz in Kleinbuchstaben). Nach Transfektion des Reporterplas-
mids wird bei erhdhter nukledrer B-Catenin Konzentration (also aktiviertem kanonischen
Whnt/B-Catenin-Signalweg) das Protein Firefly-Luciferase im Zellplasma translatiert. Nach
Lyse der Zellen kann die Luciferase quantifiziert werden. Hierdurch lassen sich indirekt Riick-
schlisse auf die Aktivitdt des Wnt/B-Catenin-Signalweges ziehen. Die Luciferase katalysiert

folgende Reaktionen unter griin-gelber Lichtemission:

Firefly-Luciferase
Luciferin + ATP + O, ’ Oxyluciferin + AMP + CO, + Licht (562nm)

Nach Zugabe von Reagenzien kann die Reaktion kontrolliert ausgelést werden und die
Lichtintensitat in einem Luminometer quantifiziert werden. Eine interne Kontrollnormierung
erfolgt mittels Kotransfektion des Plasmids pRL-TK-Renilla, welches die Renilla-Luciferase
(aus der Oktokorallenart Renilla reniformis) kodiert. Diese Luciferase setzt beim Umsatz von
Coelenterazin zu Coleneteramid ebenfalls Licht (480 nm) frei und wird in diesem Plasmid
Uber einen HSV-TK-Promotor gesteuert, welcher eine geringe, aber konstitutive Produktion

des Enzyms. Sie dient als Kontrolle der Gesamtsyntheseleistung der Zellen (Abb. 9).

a. 7 TCF/LEF b.

T7
Promotor

M50 Super 8x TOPFlash
4984bp

pRL-TK-Renilla
AmpR

AmpR

SV40 poly (A) Signal

SV40 poly (A) Signal

Abb. 9: Luciferase-Reporterplasmide fiir den kanonischen Wnt/B-Catenin-Signalweg

a. Das Reporterplasmid M50 Super 8x TOPFlash enthélt 7 TCF/LEF Bindungsmotive fiir 3-Catenin. Die mRNA
flir das Protein Firefly-Luciferase wird in Abhéngigkeit der Bindung von (-Catenin und TCF/LEF transkribiert.
Diese Luciferase reichert sich nach Proteinsynthese im Zytoplasma an. b. Das Kontrollplasmid pRL-TK-Renilla
enthélt das Gen, welches fiir die Renilla-Luciferase kodiert. Das Gen steht unter Kontrolle eines schwachen aber
konstitutiv aktiven HSV-TK-Promotors. Durch die hierdurch bedingte niedrige, aber konstitutive Transkription der
mRNA fiir Renilla-Luciferase dient dieses Plasmid bei Kotransfektion als interne Kontrolle fiir die
Gesamtsyntheseleistung der Zelle. Die Renilla-Luciferase reichert sich ebenfalls im Zytoplasma an.
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Durchfiihrung

Fir die Messung der Luciferase-Aktivitat fand das Kit Dual-Luciferase-Reporter-Assay von
Promega nach Herstellerangaben Anwendung. Die Einzelschritte des Assays erfolgten au-
tomatisiert mit dem doppelt-injizierenden SpectraMax L Luminometer der Firma Molecular

Devices nach Herstellerprotokoll:

Nach einem Waschschritt erfolgte pro Kavitat die Zugabe von 30 yL 1 x Passivem Lysepuffer
(Teil des Kits) und die Inkubation auf einem Schittler fir 15 min bei RT. Danach wurden der
Luciferase-Assay Buffer Il (LARII, in dem vorher lyophylisiertes Luciferase-Assay Substrat
geldst wurde) sowie die sog. Stop & Glo-Reagenz auf RT erwdrmt. Diese beiden Losungen
wurden in die entsprechenden Ansaugvorrichtungen des Luminometers platziert. Die Mes-
sung der Luciferasen erfolgte sequenziell in derselben Kavitéat. Zuerst wurden durch einen
Injektor 100 pL LARII pro Kavitét injiziert und die Firefly Luciferaseaktivitat quantifiziert. Nach
10 s Messdauer und 2 s Verzégerung wurden 100 uL Stop & Glo-Reagenz hinzugegeben

und die Renilla-Aktivitdt gemessen. Nach der Messung wurde die Platte verworfen.

D 3.6 Transfer genetischen Materials in Zellen

D 3.6.1 DNA-Transfektion

Die Transfektion von Plasmiden in Fibroblasten und HEK293-Zellen wird im Abschnitt
D3.6.3.1 bzw. D3.6.3.2 beschrieben. Die Transfektion von MEFs mit Luciferase-Reporter-

plasmiden ist in D.3.5.3 beschrieben.

D 3.6.2 RNA-Transfektion

Die Transfektion der Zellen erfolgte nach Herstellerangaben (DharmaFECT Protokoll). Dabei
wurde 1 yM RNA in DMEM und DharmaFECT 1 Transfektionsreagenz 6:1000 (v/v) in DMEM
prainkubiert (5 min, RT) und dann im Verhaltnis 1:1 vermengt. Nach einem weiteren Inkuba-
tionsschritt (20 min, RT) wurde der 0.g. Ansatz zu frischem Zellmedium auf die Zellschicht
gegeben, sodass eine finale RNA-Konzentration von 100 nM erreicht wurde. In dieser Arbeit
wurden stets miRNA-Mimics verwendet, sodass nomenklatorisch der Einfachheit und Uber-
sichtlichkeit halber als Abkirzung lediglich der Name der verwendeten urspringlichen
microRNA eingesetzt wird. Im Falle von miR-294 Mimic wére das beispielsweise miR-294.
Im Falle von einer Negativkontroll-Mimic mit einer unspezifischen Seed-Sequenz wére dies
miR-Con. Eine Ubersicht Uiber die verwendeten Abkirzungen der Mimics gibt Tabelle 8.
Darlber hinaus wird auf den expliziten Hinweis der Verwendung von Mimics weitestgehend

verzichtet.
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D 3.6.3 Transduktion

Transduktion beschreibt die Infektion von eukaryoten Zellen mit viralen Vektoren, wie bei-
spielsweise Retroviren oder Lentiviren. Diese hat das Ziel, fremdes genetisches Material in

Zellen exogen Uberzuexprimieren.

D 3.6.3.1 Retrovirusherstellung

Zur Retrovirusherstellung wurde das pCL-Eco Packaging System verwendet. Dieses Plas-
mid wurde zuerst 1996 beschrieben und erlaubt die Herstellung von Retroviren in HEK293-
Zellen [106]. Als Transferplasmid kommen die Vektoren pMXs-Oct4, pMXs-Sox2 und pMXs-
KIf4 zum Einsatz [42].

Ein Vial mit HEK293-Zellen wurde aus flissigem Stickstoff aufgetaut und in MEF-Medium
suspendiert. Die Zellen wurden dann in einer 10-cm-Petrischale ohne vorherige Gelatine-
Beschichtung in MEF-Medium ausplatiert (Tag 0). Am Tag 1 erfolgte ein Medienwechsel. Am
Tag 2 wurden die HEK293-Zellen im Verhdaltnis von 1:3 und 1:6 gesplittet. Am Tag 3 wurden
Zellkulturschalen mit 50 — 80% Konfluenz ausgewahlt. Es erfolgt die Transfektion mit dem
Verpackungsvektor pCL-Eco und dem jeweiligen Expressionsvektoren pMXs-Oct4, pMXs-
Sox2 oder pMCXs-KIf4 in einem Verhéltnis von 1:2 (letztere enthalten die Sequenzen der
Pluripotenzfaktoren Oct4, Sox2, Klf4). Die Transfektion erfolgte gemafl Angaben im Herstel-
lermanual (Promega). Pro Zellkulturschale wurden jeweils 13,2 ug pCL-Eco Vektor und 26,8
Mg pMXs-Vektor verwendet. Diese wurden in 2185 yL DMEM gelést und mit 120 uL
FuGENE-6 Transfektionsreagenz prainkubiert (30 min, RT). Dann wurde das Gemisch mit 6
mL MEF-Medium vermengt und nach Absaugung des Mediums auf die HEK293-Zellen
gegeben. Nach 24 h im Zellkulturschrank wurde das Medium durch 8,5 mL frisches MEF-
Medium ersetzt. Nach 48 h wurde der nun virushaltige Uberstand abpipettiert und langsam
durch einen 0,45 uM Filter gegeben. AnschlieRend erfolgte die Aliquotierung: In gleichem
Verhéltnis wurden jeweils 4 mL Uberstand des Oct4-Retrovirus, Sox2-Retrovirus und Kif4-
Retrovirus gemeinsam in ein 15 mL Falkon gegeben und bei -80°C eingefroren. Dies
geschah unter der Annahme, dass das Mischen der Praparationen im gleichen
Volumenverhaltnis auch in einem ausgeglichenen Verhéltnis der Anzahl an Virionen flhrte
(1:1:1). Viruspraparationen wurden dann lediglich kurz vor Benutzung aufgetaut. Nach
einmaligem Auftauen wurden Uberschiisse verworfen. Nach der Retrovirusherstellung

wurden alle verwendeten Materialien in NaOH-L6sung gereinigt.

Aufgrund der zentralen Bedeutung der Reprogrammierung in dieser Dissertationsarbeit er-
folgt eine detaillierte Beschreibung der Transduktion mit den so hergestellten Retroviren in

einem gesonderten Kapitel (D3.7).
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D 3.6.3.2 Lentivirusherstellung

Zur Lentivirusherstellung wurde die 3. Generation des lentiviralen Packaging Systems ver-
wendet. Dieses enthélt die Vektoren pMDL, pRSV, pVSVG sowie das Transferplasmid mit
dem einklonierten Zielgen. Die Vektoren pMDSL und pRSV kodieren die viralen Proteine
Gag, Pol und Rev. Gag enthélt Matrix- und Kernproteine. Pol kodiert Enzyme (Reverse
Transkriptase, Integrase, Protease), Rev kodiert ein regulatorisches Protein. Der Vektor
pVSVG kodiert Oberflachen- und Membranproteine der Env-Gruppe [107,108]. In dieser
Arbeit wurde als Transferplasmid pSin-EF2-Oct4-IRES-Pur verwendet. In dieses Trans-
ferplasmid wurde bereits in einem friiheren Arbeitsschritt unserer Arbeitsgruppe die GFP-
302-Sponge Sequenz Uber die Restriktionsstellen Mlul und Nsil in den Vektor kloniert. Die
Oct4-Sequenz wird dabei herausgeschnitten. Es resultiert pSin-EF2-GFP-302-Sponge-Pur.
Dieser Schritt wurde nicht durch den Promovierenden ausgefiihrt und wird daher an dieser
Stelle nicht weiter beschrieben (Abb. 10).

/ )
R
L/ -\«p\
AmpR promoter .,{’:x\;’
bGH poly(A) signal —

pSin-EF2-GFP-302-Sponge-Pur T
8766 bp Lr cPPT/CTS

Abb. 10: Das Transferplasmid pSin-EF2-GFP-302-Sponge-Pur

Das Transferplasmid enthélt die Transgensequenz von GFP unter Kontrolle des EF-1a-Promotors, in deren 3*
UTR-Region 7 identische Sponge-Sequenzen lokalisiert sind, die nach Transkription der korrespondierenden
mRNA miR-302 binden. Uber die im Plasmid nachfolgende IRES-Site wird unabhéngig vom Promoter EF-1a die
Puromycin-Resistenz vermittelt, welche fiir die stabile Transfektion des Plasmids benétigt wird. Die Transgene
GFP und Puromycin werden von zwei LTRs flankiert, welche die Integration in das Zielgenom erleichtern.

Zur Herstellung von GFP-302-Sponge Virionen wurden HEK293-Zellen wie beschrieben in
einer T25-Zellkulturflasche subkultiviert. Danach erfolgt die Transfektion mit den o0.g. Expres-
sionsplasmiden pMDL, pRSV, pVSVG und pSIN in einem Verhéltnis von 1:1:1:3. Die
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Plasmide wurden in 600 uyL DMEM geldst (insgesamt 10 ug DNA, d.h. jeweils 1,6 uyg pMDL,
pRSV, pVSVG und 5 ug pSIN). Der Ansatz wurde mit 30 yL FUGENE-6 Transfektions-
reagenz prainkubiert (30 min, RT), nachfolgend mit 6 mL MEF-Medium vermischt und auf
die HEK293-Zellen gegeben. Nach 48 bis 60 h Inkubation bei 37°C wurde der virushaltige
Uberstand abpipettiert und langsam durch einen 0,45 um Filter in ein 15 mL Falcon
sterilfiltriert. AnschlieRend erfolgt die Aliquotierung und die Kryokonservierung bei -80°C.
Das benutzte Material wurde fir 10 min mit NaOH sterilisiert und danach verworfen. Die
Viruspraparationen wurden lediglich kurz vor Benutzung aufgetaut. Nach einmaligem

Auftauen wurden etwaige Uberschiisse verworfen.

D 3.6.3.3 Stabile Genexpression in Fibroblasten durch lentivirale Transduktion

3T3-Fibroblasten wurden in einer T25-Zellkulturflasche ausplatiert und gesplittet. Am Tag 7
nach Ausplatierung (Konfluenz 50 — 80%) erfolgte die Transduktion durch Zugabe von 4,5
mL frisch aufgetauten Lentivirus-enthaltenden Uberstandes in 8 mL frischem MEF-Medium.
Der Loésung wurden 4 ug/mL Polybrene zugesetzt. Hierbei handelt es sich um ein
kationisches Polymer welches die Transduktionseffizienz bis zu 1000-fach erhéht, indem es
die Ladungsabstoflung zwischen Virionen und den N-Acetylneuraminsduren auf der
Zelloberflache verringert [109]. Nach 24 h erfolgte ein Medienwechsel. Nach 48 h wurden
die Zellen auf 40% Konfluenz gesplittet und die Selektion durch Zusatz des Antibiotikums
Puromycin (0,4 ug/mL) begonnen. Beim taglichen Medienwechsel wurde stets Puromycin
(0,4 ug/mL) zugegeben. Nach weiteren 48 h zeigte sich zunachst kein Zelltod in den
Zellkulturflaschen, sodass die Zellen im Verhaltnis 1:4 in neue T25-Zellkulturflaschen
gesplittet wurden und andere Puromycin-Konzentrationen angewandt wurden. Bei 10 pg/mL
Puromycin waren nach weiteren 24 h nahezu alle Zellen apoptotisch, wohin gegen bei 1
Mg/mL Puromycin der gewlinschte Selektionseffekt sichtbar wurde. Nach 12 Tagen bildeten
sich die ersten Kolonien Puromycin-resistenter Fibroblasten. Die T25-Zellkulturflaschen
wurden dann in je zwei 10-cm-Zellkulturschalen Uberfuhrt, eine ohne und die andere mit
Puromycin-Zusatz. Es zeigte sich in der Fluoreszenzmikroskopie am Tag 14, dass die Zellen

auch in Abwesenheit von Puromycin stabil GFP exprimierten.

Diese stabil GFP-302-Sponge-exprimierenden Zellen wurden bis zu hoher Konfluenz kulti-

viert und fuir weitere Experimente kryokonserviert.

D 3.7 OSK-Reprogrammierung mit miRNA-Mimics

Die Reprogrammierung erfolgte in schwarz gewandeten mit Gelatine beschichteten (0,1%
Gelatine, 5 min, 37°C) 96-Well-Mikrotiterplatten. W&hrenddessen erfolgte das Auftauen von
Oct4-GFP-MEFs der Passage 2 bis maximal 5 und das Ausplatieren in MEF-Medium mit 900

Zellen pro Kavitdt. Nach einer 24-stiindigen Inkubation erfolgte die Transduktion. Hierfur
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wurde je ein Falcon mit 12 mL OSK aufgetaut und (je 4 mL Oct4-, Sox2- und KIf4-Retrovirus)
mit 3 mL MEF-Medium sowie 7,5 uL Polybrene (1:2000) versetzt. Hiervon wurden je Kavitat
150 uL aufpipettiert (Tag 0, Transduktion). An Tag 1 nach Transduktion wurde der Uberstand
durch frisches MEF-Medium ersetzt. Von Tag 2 bis Tag 6 nach Transduktion wurde das
Medium alle zwei Tage durch 150 uL 15%-FBS-ES-Medium ersetzt. Von Tag 6 bis 16 wurde
das Medium alle 2 Tage durch 150 pyL 15%-KSR-KO-Medium ersetzt. Die Expression von
Oct4-GFP und die Formation von Zellkolonien wurde zwischen Tag 10 und Tag 16 nach

Transduktion untersucht.

Die Berechnung der Reprogrammierungsrate, also der Anzahl GFP-positiver Kolonien pro
Kavitat und eingesetzter Zellzahl, erfolgte am Tag 16 nach Beginn der OSK-Reprogrammie-
rung mittels HCI-Fluoreszenzmikroskopie ohne nukledre Gegenfarbung der Zellen. Hierfur
wurde Uber den GFP-Kanal die Anzahl radumlich voneinander getrennter Oct4-GFP-positiver
Kolonien erfasst. Fir jede Bedingung (OSK + miR-294, OSK + miR-181d) erfolgte die Re-
programmierung von Zellen in 3 Kavitaten (experimentelles Triplikat) sowie die Versuchswie-

derholungen mit unabhangigen Chargen von MEFs und Viruspréaparationen.

Zur weiteren Verwendung der generierten iPSCs, sowie insbesondere zur Validierung ihrer
Pluripotenz erfolgte die Aufnahme und Vereinzelung GFP-positiver Kolonien. Hierfiir wurde
1 h vor der Aufnahme einzelner Kolonien das Medium ausgetauscht. Dies verringerte die
Apoptoserate bei der Vereinzelung von Kolonien. Unter dem Stereomikroskop wurden ein-
zelne Kolonien mit einer 20 pL Pipette durch vorsichtiges Kratzen der Pipettenspitze auf der
Zellkultur aufgesammelt. Jede eingesammelte Kolonie wurde in ein Falcon-Réhrchen mit 50
pL 0,025% Trypsin transferiert und durch mehrfaches Pipettieren dissoziiert. Nach Inkuba-
tion im Wasserbad (5 min, 37°C) erfolgte schliellich die Hinzugabe von 5 mL ES-Medium
und eine weitere Dissoziation der Zellen durch Pipettieren. Nach einem Zentrifugationsschritt
(5 min, 200 x g) wurde der Uberstand abgesaugt und das Pellet in 1 mL ES-Medium resus-
pendiert. Die Zellsuspension wurde nun in eine 24-Well-Platte, welche mit 0,1% Gelatine und
irMEFs beschichtet war, Ubertragen. Unter taglichem Wechsel das Nahrmediums erfolgte
die Subkultivierung der Zellen bis zur Konfluenz und die anschlieBende Ubertragung in eine
6-Well-Platte (Passage 1).

D 3.7.1 Verifikation von Stammzelleigenschaften

D 3.7.1.1 Chimérenbildung und Keimbahnkontribution

Eine zentrale Eigenschaft von PSCs ist ihre Fahigkeit, nach Injektion in Blastozysten zur
Ausbildung eines vollstandigen Organismus, in diesem Fall dann einer Chimare, beizutra-
gen. Um aus den entstandenen Jungtieren in weiteren Generationen reine iPSC-Individuen

zu erhalten, missen die eingeschleusten iPSCs auch zur Entwicklung der Keimbahn, also
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den Gonaden, beitragen. Der Chiméarismus wurde Uber eine X-Gal Farbung und die Keim-
bahnkontribution Gber die Expression von Oct4-GFP in den Gonaden fluoreszenzmikrosko-

pisch analysiert.
Tag -1 bis 0. Vorbereitung:

Vorbereitend wurden 1,2 g PVP in 10 mL A. dest. in einem Falcon-R&hrchen unter Rollern
bei RT gel6st. Nach 1 h wurde die so hergestellte 12%ige Losung durch einen 0,45 ym Filter
in 1 mL Aliquote sterilfiltriert und bei -20°C kryokonserviert. Am Tag der Blastozysteninjektion

wurde diese Lésung durch Zugabe von A. dest. auf 1% verdinnt.

3 Tage vor der Blastozysteninjektion (Tag -1) wurden irMEFs in 0,1% Gelatine beschichteten
3,5-cm-Petrischalen ausplatiert. Am Folgetag (Tag 0) wurden die zu untersuchenden iPSCs
gesplittet und auf den irMEF-Rasen ausplatiert, sodass die iPSCs am Tag 2 eine Konfluenz

von ca. 80% erreicht hatten.

Tag 1. Blastozystengewinnung:

Am Tag 1 wurden morgens die M2- und KSOM-Medien auf RT erwarmt. Drei leere 3,5-cm-
Petrischalen wurden in eine leere 10-cm-Petrischale gesetzt, jeweils 5 x 30 yL Tropfen
KSOM-Medium aufgetragen und mit Mineralél Gberdeckt. Die Petrischalen wurden im Zellin-
kubator bei 37°C inkubiert, sodass sich die CO2- und O-Partialdriicke der Medien-Tropfen
unter dem Mineraldl Gber mehrere Stunden an die Partialdricke des Zellinkubators anglei-

chen konnte.

Am Nachmittag wurden von der Firma Taconic E2,5 super-ovulierte und befruchtete
C57BL/6 Weibchen sowie E2,5 pseudoschwangere Swiss-Webster Weibchen geliefert.
Durch die Pseudoschwangerschaft (Paarung mit vasektomiertem Swiss-Webster
Méannchen) bereitet sich die Schleimhaut des Uterus bereits auf die Implantation von Blasto-

zysten am Tag 2 des Protokolls vor.

Die C57BL/6 Weibchen wurden wie unter D3.1.5.1 beschrieben gewaschen und der Uterus
herausprépariert. Dieser wurde in HBSS gewaschen und in M2-Medium erdéffnet. Die Blasto-
zysten wurden schliefdlich unter dem Stereomikroskop herausprapariert und mit der
Mundpipette in 4 Waschschritten in einzelnen Tropfen KSOM-Medium sequenziell gewa-

schen. Danach wurden sie wiederrum in KSOM-Medium fur 16 h bei 37°C inkubiert.

Tag 2. Blastozysteninjektion:

Am Folgetag wurde den nun E3,5 pseudoschwangeren Swiss-Webster Weibchen als OP-
Vorbereitung zunachst Meloxikam zur perioperativen Analgesie dem Trinkwasser beige-
mischt (Trinkmenge Maus 6 mL/Tag, Durchschnittsgewicht 30 g, Dosierung Meloxikam 5 —

10 mg/kg KG, 6 mL Wasser enthalten also 227 ug Meloxikam).
Dann wurde eine zu Uberprifende Kultur putativer iPSCs (maximal Passage 5 nach Picking
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Oct4-positiver Kolonien) mit 200 pL 0,05% Trypsin pro Kavitat der 6-Well-Platte trypsiniert,
die Reaktion mit ES-Medium angehalten, die Zellen zentrifugiert (5 min, 500 x g) und in 2
mL ES-Medium resuspendiert. Hiervon wurden 500 pL in 15 mL ES-Medium in einem Falcon

verdinnt und bis zur Blastozysteninjektion auf Eis gelagert.

Fir die Arbeit am Injektionsmikroskop wurden neben dem invertierten Stereomikroskop auch
der Luftpolster-Tisch, die Mikromanipulatoren, der Piezo-Drill mit FuRpedal, die pneumati-
schen Injektoren und die Warmeplatte angeschaltet. Die beiden Pipettenhalterungssysteme
mit den Injektoren mussten stets auf ihre Dichtigkeit geprift werden, gegebenenfalls wurde
hier Mineral6l nachgefullt. Es erfolgte ein Austausch der Halte- und Piezo-Pipette. Eine be-

nutzte Piezo-Pipette enthélt stets Quecksilber und musste daher speziell entsorgt werden.

Der Deckel einer 10-cm-Petrischale wurde durch Zugabe von 2 Tropfen a 50 pL 1% PVP
und 8 Tropfen a 50 yL M2-Medium, tberdeckt mit Mineraldl, vorbereitet (Abb. 11).
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Abb. 11: Petrischalen-Beladung mit verschiedenen Medien bei der Blastozysteninjektion

Beladung der Petrischale mit 2 Tropfen PVP und 8 Tropfen M2-Medium. Die Uberlagerung von Mineralél ist hier
nicht darsgestellt. Die Piezo-Pipette wird vor Aufnahme von iPSC von Innen mit PVP beschichtet, um die
Zelladh&dsion zu verringeren. In den Tropfen mit M2-Medium werden die zu injiziernden iPSCs vor
Blastozyteninjektion gelagert, die Blastozysteninjektion durchgefiihrt und die behandelten Blastezyten bis zum
Transfer in den Inkubator abgelegt.

16 h nach Gewinnung der Blastozysten wurden diese wieder in M2-Medium gewaschen und
mit der Mundpipette in einen frischen Tropfen M2-Medium Ubertagen. In einen weiteren
Tropfen M2-Medium wurde eine geringe Anzahl iPSCs pipettiert und mitsamt Petrischale

unter dem Mikroskop platziert.

Die Haltepipette wurde nun zunachst mit M2-Medium befiillt und herausgeschwenkt. In die
Piezo-Pipette wurde mit der Hamilton-Spritze neues Quecksilber (2 mol/L) injiziert. Nach Ad-
justierung beider Pipettenspitzen mit der beidseitigen Joystick-Vorrichtung wurde die Piezo-
Pipette zunachst mit dem Injektor bis zur Spitze mit Quecksilber bespult. Dann wurde 1%
PVP aus dem vorgelegten Tropfen 6-mal ein und ausgesaugt, um so das Innere der Pipet-

tenspitze mit PVP zu beschichten. Dies verringerte die Adhasion der iPSCs in der Pipette.
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Dann erfolgte mit der Piezo-Pipette die Aufnahme von 10 — 15 iPSCs und das Ausschwen-
ken der Piezo-Pipette. Die iPSCs unterscheiden sich lichtmikroskopisch deutlich von den
irMEFs (grofiere asymmetrische Zellen). Es wurde die erste Blastozyste vorsichtig mit der
Haltepipette von links mit dem Injektor angesaugt, indem durch Drehen des Injektors ein
Unterdruck erzeugt wurde. Dabei wurde darauf geachtet, dass der Embryoblast sich an der
Seite der Haltepipette befindet, damit die Piezo-Pipette beim Bohrvorgang diesen nicht be-
schadigt. Die Piezo-Pipettenspitze wurde auf die Oberflache der Blastozyste orthogonal
positioniert und die Bohrfunktion auf niedriger Energiestufe unter vorsichtigem Druck in Rich-
tung Blastozyste ausgel6st. Nach circa 3 — 5 Piezo-Clicks war die Zona pellucida und der
Trophoblast durchsto3en und die Pipette gleitete in das Innere der Blastozyste. Nun wurden
mit dem pneumatischen Injektor vorsichtig 10 — 15 iPSCs aus der Piezo-Microdrill Pipette in
die Blastozyste injiziert. Danach wurde die Pipette vorsichtig zurickgezogen. Die Blastozyste
verschloss sich aufgrund des nur kleinen Defekts selbstandig. Die injizierte Blastozyste
wurde an einem definierten Rand des M2-Tropfens positioniert und von der Haltepipette ge-

[Ost.

Dieser Vorgang wurde je nach gewlnschter Anzahl an Blastozysten entsprechend wieder-
holt. Um eine effiziente in vitro Fertilisation zu gewéhrleisten waren pro Maus etwa 8 — 12

Blastozysten vorzubereiten.

Nachdem alle benétigten Blastozysten mit iPSCs injiziert waren, wurden diese mit der Mund-
pipette in eine neue Petrischale (M2-Medium mit Mineral®l) Gbertragen und fiir mindestens
2 h im Zellinkubator bei 37°C aufbewahrt, um einen Verschluss der Zona pellucida sicherzu-

stellen.

Tag 2. Intrauteriner Blastozystentransfer:

Die pseudoschwangeren Swiss-Webster Weibchen (E3,5) wurden im nachsten Schritt mit
Isofluran narkotisiert. Dies geschah zunachst in einem Glasbehélter und dann Uber eine
Nasenmarke bei einer Flussgeschwindigkeit fir Isofluran von 4 mL/h und fiir Sauerstoff von
2 L/min. Das Stereomikroskop und eine Lichtquelle wurden eingerichtet, die Instrumente be-
reitgelegt. Dann wurde eine Petrischale mit 4 Tropfen a 50 yL M2-Medium, bedeckt mit

Mineraldl, vorbereitet und die Blastozysten mit der Mundpipette dorthin Ubertragen.

Nach Desinfektion des Mausriickens mit 70% Ethanol erfolgt dann unter dem Stereomikro-
skop eine orthogonale Inzision im Bereich der Lumbalwirbelsaule. Es wurde die Riickenmus-
kulatur durchtrennt und der Retroperitonealraum eréffnet. Nach Mobilisation des retroperi-
tonalen Fettes sto3t man auf jeder Seite auf eine Halfte des Uterus bicornis. Die nach cranial
zeigende Spitze des Uterus wurde aus dem Tier mit einer Watchmaker Pinzette heraus-
mobilisiert. Es erfolgt eine Stichinzision am kranialen Pol des Uterus mit einer 26G Nadel.

Dann wurden pro Seite 6 Blastozysten in die Mundpipette aufgenommen und Uber die Stich-
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inzision in den Uterus injiziert. Der Uterus wurde jeweils beidseits zuriick in den Situs gescho-
ben und die Muskulatur mit einem Stich genaht. Der Hautschnitt wurde mit einem Acuclip
System geschlossen, das Tier auf ein Warmekissen gelegt und anschlieend zurlick in sei-
nen Kafig platziert. Dieser Vorgang wurde fiir alle bendétigten Blastozysten bzw. Tiere wieder-
holt.

Auf dem Ké&fig wurde der Geburtstermin vermerkt: Am Tag 1 des Protokolls (bei Lieferung)
waren die Mause bei E2,5. Etwa die Halfte der Swiss Webster Weibchen gebdren am 20.

Tag nach Feststellung eines vaginalen Pfropfes, d.h. bei E19,5 bis E20,5.

Auswertung:

Fur die Gewebeanalyse wurden die Swiss-Webster Weibchen an E13 getétet und die Emb-
ryos wie oben beschrieben isoliert. Das extraembryonale Gewebe wurde entfernt und die

Embryos in HBSS gewaschen. Dann wurden zwei Nachweis-Methoden angewandt:

Fir den Nachweis eines Chimarismus wurde die unter dem Rosa26*9a-L okus konstitutiv
exprimierte B-Galactosidase verwendet. Sie katalysiert bei der Farbung mit dem Indoxyl-
glykosid X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-galactopyranosid) eine Hydrolysereaktion
bei der am Ende 5,5'-dibromo-4,4'-dichloro-indigo entsteht, welches unléslich ist und den
gesamten Embryo intensiv blau farbt. Die Embryos wurden hierzu zuerst ausgiebig bei RT
in PBS gewaschen. Dann erfolgte die Fixierung der Embryos bei RT fir 15 — 30 min (Fixie-
rungslésung Embryo) und im Anschluss drei Waschgénge a 15 min (Waschpuffer Embryo).
Danach wurde der Embryo 4 h gefarbt (X-Gal Lésung, RT) und bis zur Dunkelfeld- und

Fluoreszenzmikroskopischen Auswertung in PBS gelagert (4°C).

Fir den Nachweis einer Keimbahn-Kontribution wurden die Gonaden der E13 Embryos iso-
liert und unter einem Fluoreszenzmikroskop ohne zuséatzliche Farbung in HBSS analysiert.
Die Gonaden der Rosa26*#9a Oct4-GFP-Chimé&ren fluoreszieren bei korrekter Keimbahn-

kontribution im GFP-Kanal griin.

D 3.7.1.2 Immunzytochemischer Nachweis von Pluripotenzfaktoren

Die Immunzytochemie erfolgt in einer 96-Well-Platte wie unter D3.5.2 beschrieben. Als Pri-
marantikorper fungierten ein Antikérper gegen Nanog und ein SSEA1 Antikérper (Tabelle
7).

D 3.7.1.3 Karyotypisierung

Fir die Karyotypisierung wurden iPSC-Linien unter Passage 10 verwendet, welche zuvor
von den irMEFs entwdhnt worden waren. Die Zellen wurden in einem hohen Proliferations-
status in 0,1% Gelatine beschichteten 10-cm-Petrischalen kultiviert. Colcemid unterbricht die

Mitose in der Metaphase. Es wurde dem ES-Medium mit einer Konzentration von 0,2 pg/mL
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zugesetzt, sobald die Zellen eine Konfluenz von 50% erreicht hatten. Nach 3-stiindiger Inku-
bation wurden die Zellen 2-mal mit PBS gewaschen, trypsiniert und zentrifugiert. Anschlie-
Rend wurden sie in 0,5 mL 10%-FBS-ES-Medium resuspendiert. 10 mL einer 75 mM KCI
Lésung wurden tropfenweise hinzugegeben und die Suspension fur 10 min bei RT préinku-
biert. Nach Zentrifugation (10 min, 200 x g) wurde das Pellet in 15 mL Fixierungslésung aus
drei Teilen Methanol und einem Teil Essigsaure resuspendiert. Nach einer zweiten Zentrifu-
gation (10 min, 200 x g) wurde das Pellet in 3 mL Fixierungslésung resuspendiert. 20 pL der
Suspension wurden auf einem zuvor mit A. dest. benetzten Objekttrager platziert. Durch die
Fixierung wurden die Zellmembranen aufgebrochen. Nach 24 h Trocknungszeit bei RT
wurden die Objekttrager fur 1 h bei RT mit DAPI Lésung gefarbt (0,2 uyg/mL DAPI in PBS).
Nach dem Abwaschen mit Leitungswasser wurden die Objekttrédger erneut getrocknet und
die Zellen anschlielend unter einem Fluoreszenzmikroskop bei 100-facher Vergréerung
analysiert. Die Chromosomen-Zahl von 30 Metaphasen wurde jeweils ausgewertet und ge-

mittelt.

D 4 Statistik

Jeder in dieser Arbeit beschriebene Versuch wurde als experimentelles und biologisches
Triplikat durchgefiihrt. Dabei besteht das experimentelle Triplet aus dem Ansatz desselben
Schrittes in 3 Kavitaten und der nachfolgenden internen Mittelwertbildung der Ergebnisse.
Das biologische Triplikat besteht aus einer 3-fachen Wiederholung des gesamten Versuchs
zu verschiedenen Zeitpunkten und mit Reagenzien und Organismen verschiedener

Chargen.

Die Ergebnisse werden als Mittelwerte mit Standardabweichung présentiert, sofern nicht an-
ders vermerkt. Die statistische Auswertung erfolgte mit den unter D2.2 aufgefiihrten

Programmen.

Zur Prufung der Signifikanz von Mittelwertdifferenzen wurde mit dem Kolmogorow-Smirnow-
Test zunachst auf Normalverteilung Uberprft. Bei bestétigter Normalverteilung fand der t-
Test nach Student Anwendung. Bei nicht vorliegender Normalverteilung wurde der Mann-

Whitney-U-Test verwendet.

Ein Wert von P < 0,05 galt als statistisch signifikant (Irrtumswahrscheinlichkeit < 5%), P <
0,01 wurde als sehr signifikant (Irtumswahrscheinlichkeit < 1%) und P < 0,001 als héchst

signifikant betrachtet (Irrtumswahrscheinlichkeit < 0,1%).
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E ERGEBNISSE

E 1 miRNA-Stabilitat

Um Aussagen Uber die Wirkung von miRNAs wéhrend der Reprogrammierung von MEFs zu
erhalten, musste zunachst evaluiert werden, tUber welchen Zeitraum miRNAs nach Trans-
fektion in der Zelle aktiv auf die Proteinbiosynthese Einfluss nehmen. Hierzu wurde die
stabile Expression eines geeigneten GFP-konjugierten Reporterkonstruktes in 3T3-
Fibroblasten etabliert. Die Intensitat der GFP-Fluoreszenz diente dabei als indirekter Indika-

tor fur die Stabilitat und somit auch Wirkdauer der transfizierten Mimic.

Die eingesetzte miRNA-Mimic der Firma Dharmacon imitiert die Wirkung von miR-302b. Fir
diese Mimic wurde ein spezifisches Sponge-Konstrukt (Synonym fir Schwamm, welcher
Mimics bindet) konzipiert, das aus einer Sequenz besteht, die zur Seed-Sequenz von miR-
302b komplementar ist und Mismatches an Position 9 — 12 aufweist. Dies wurde dadurch
erreicht, dass die Sequenz an Position 9 — 11 nicht die zu miR-302b korrespondierenden
Basenpaare AGG, sondern die der reifen miRNA, TCC, enthielt. Zudem wurde die korrespon-
dierende Base an Position 12 (T) entfernt. Der Mismatch und das deletierte Basenpaar in
der Sponge-Sequenz fiihren zur Entstehung eines Loops zwischen der reifen miRNA und
dem Sponge-Konstrukt, der einen endonucleolytischen Abbau, wie er bei exakter Basenpaa-

rung auftritt, hemmt.
miR-302b Sequenz: 5'-UAAGUGCU UCCA UGUUUUAGUAG-3"
302-Sponge Sequenz: 3'-AUUCACGA UCC ACAAAAUCAUC-5"

Die 302-Sponge-Sequenz wiederholt sich 7-mal und ist mit zufallig ausgewéahlten, 8 bp
messenden Sequenzen voneinander getrennt. Dieses Sponge-Konstrukt war bereits zuvor
in unserer Arbeitsgruppe in ein Transferplasmid in die 3'UTR von GFP kloniert worden. Die
Herstellung stabil GFP-302-Sponge-mRNA exprimierender Fibroblasten wurde mittels lenti-
viraler Transduktion und Puromycin-Selektion wie im Methodenteil beschrieben durchgefiihrt
(Abb. 12).
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In Abwesenheit von miR-302b Mimics: Volle GFP-Expression
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Abb. 12: Wirkungsweise des GFP-302-Sponge-Konstruktes

Die GFP-mRNA enthélt in ihrer 3*-UTR Bindungsmotive flir miR-302b, die sog. Sponge-Sequenzen. Bei Bindung
der Mimic (unterer Teil der Abbildung) wird die Translation der GFP-mRNA durch RISC inhibiert und es wird
weniger GFP gebildet. Die Quantifizierung der GFP-Fluoreszenzintensitét dient somit als negativ korrelierter
Surrogatparameter fiir die Mimic-Aktivitat.

E 1.1 Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis der Mimic-Aktivitat

Zunachst erfolgte die Ausplatierung stabil GFP-302-Sponge-mRNA exprimierender 3T3-
Fibroblasten (im Folgenden Reporterfibroblasten genannt) in einer 96-Well-Mikrotiterplatte
mit einer Konzentration von circa 900 Zellen pro Kavitdt. Am Folgetag erfolgte die Transfek-
tion mit miR-302 Mimic. Als Kontrolle dienten eine Mimic mit einer mutierten Seed-Sequenz
(miR-302bMut) sowie eine Mock-Kontrolle mit Transfektionsreagenz ohne RNA-Zusatz. Als
Negativkontrolle dienten Wildtyp 3T3-Fibroblasten ohne Expression des Sponge-Reporters
(3T3-WT).

Von Tag 0 bis 7 post-transfectionem erfolgte jeweils die Untersuchung von 12 Kavitaten (3
x Mock, 3 x miR-302b, 3 x miR-302bMut, 3 x siR-Con). In der Auswertung wurde die
gesamte GFP-Intensitat auf die Anzahl der Zellen normiert. Letztere Kennzahl wurden Gber

die nukledre Gegenfarbung und Auszahlung der Zellkerne gewonnen (Abb. 13).
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Abb. 13: Mikrotiterplatten-Schema fiir

Mock den HCI-fluoreszenzmikroskopischen
Nachweis der Mimic-Aktivitat

miR-302b 96-Well-Platte fir die Transfektion von
stabil GFP-302-Sponge exprimierenden

miR-302bMut Reporterfibroblasten mit Mock, miR-302b,

mutierter miR-302bMut und einer Negativ-
kontrolle mit Mock-transfizierten 3T3-WT.
Es wurden jeweils 3 Kavitéten pro Tag und
Mimic HCI-fluoreszenzmikroskopisch
untersucht und die GFP-Fluoreszenz so im
Zeitverlauf quantitativ ausgewertet.
Farblich getrennt sind die Kavitdten pro
Versuchstag (Tag 0 bis 7).

Mock in 3T3-WT
(GFP negativ)

Die fluoreszenzmikroskopische Darstellung einer Versuchswiederholung ist in Abb. 14 dar-
gestellt. Es war zu erkennen, dass die GFP-Fluoreszenz der Reporterfibroblasten der Mock-
Kontrolle und der mit miR-302bMut transfizierten Zellen zwischen Tag 0 und 7 stabil blieb.
Im Gegensatz hierzu war in den mit miR-302b transfizierten Reporterfibroblasten bereits ab
Tag 1 post transfectionem eine deutliche Abnahme der GFP-Fluoreszenz zu erkennen, wel-
che mindestens bis Tag 5 anhielt. Ab Tag 6 stieg die Fluoreszenz wieder an. Die 3T3-WT

Kontrolle zeigt wie zu erwarten keine GFP-Fluoreszenz.
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Abb. 14: HCI-Fluoreszenzmikroskopie wahrend des Sponge-Experimentes

Représentative Bilder einer HCI-Fluoreszenzmikroskopie an den Tagen 0 — 7 nach Transfektion von Mock, miR-
302b und miR-302bMut in stabil GFP-302-Sponge exprimierende Reporterfibroblasten. Darunter
Negativkontrolle mit Mock transfizierten 3T3-WT. Die erste Zeile pro Ansatz représentiert jeweils die nukleére
Gegenfédrbung mit Hoechst. In der zweiten Zeile ist die GFP-Fluoreszenz dargestellt. Gré3enreferenz in rechter
Spalte entspricht 100 um.

Die fluoreszenzmikroskopischen Daten wurden nach der qualitativen Begutachtung der
Fluoreszenzintensitdt auch quantitativ ausgewertet. Hierfiir wurde die GFP-Fluoreszenz-

intensitat pro Kavitat auf die Anzahl der Zellen sowie auf die Mock-Fluoreszenz normiert.

Die zusammenfassende Auswertung fur 3 unabhangige Versuchswiederholungen ist in Abb.
15 dargestellt: Fir miR-302bMut zeigte sich zu keinem Zeitpunkt des Experimentes eine von
Mock signifikant unterschiedliche GFP-Fluoreszenz, wohingegen bei miR-302b eine Ten-
denz zu einer abnehmenden GFP-Fluoreszenz ab Tag 1 post transfectionem zu verzeichnen
war. Von Tag 4 (62% im Vergleich zu Mock) bis Tag 6 (Nadir, 50% im Vergleich zu Mock) ist
die GFP-Fluoreszenz gegenuber Mock signifikant reduziert. Am letzten Tag der Messung
(Tag 7 nach Transfektion) war wieder eine Zunahme der Fluoreszenz zu verzeichnen (62%).
Diese Resultate weisen darauf hin, dass die maximale Wirksamkeit von transfizierten Mimics

nach 7 Tagen wieder abnimmt.
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E 1.2 Durchflusszytometrische Bestimmung der Mimic-Aktivitat

Die durchgefiihrten, fluoreszenzmikroskopischen Ergebnisse sollten mittels Durchflusszyto-
metrie validiert werden. Hierfur wurde in analogen Experimenten taglich die GFP-Fluores-
zenz Uber einen Zeitraum von 10 Tagen gemessen. Der Versuchsaufbau ist in Abb. 16.
beschrieben. Um die fiir die Durchflusszytometrie notwendige, hdhere Zellzahl zu erhalten,
wurde der Versuch in 6-Well-Platten angesetzt. Die ausplatierte Zelldichte und Konzentration

transfizierter Mimics war dabei analog zu E1.1.

10x
/S'[_Jonge N Tag0
Transfektion
—>

N A A

= Zytometrie Tag0-9
% - -« T_rypsinierung Pra—
- .i_ﬂ— 7 einer 6-Well Platte

Abb. 16: Versuchsaufbau zur durchflusszytometrischen Fluoreszenzmessung

Ausplatierung der Reporterfibroblasten bzw. 3T3-WT (ca. 25 000/Kavitdt) an Tag -1. Transfektion am Tag 0:
Mock, miR-302b, miR-302bMut in Reporterfibroblasten und Mock in 3T3-WT. Von Tag 0 bis 9 wurden téglich die
Zellen einer Kavitét pro Gruppe vereinzelt und durchflusszytometrisch untersucht. Quelle der Grafik: BD LSR Il
www.bdbiosciences.com mit Modifikationen.

Nach entsprechendem Gating der Rohdaten wurden lediglich singulére, lebende Zellen
weiteranalysiert. Dann wurden Uber die Fluoreszenzintensitdt GFP-positive und GFP-

negative Objekte definiert, wie in Abb. 17 verdeutlicht.
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Abb. 17: Durchflusszytometrisches Zell-
Gating liber die GFP-Fluoreszenzintensitét
In dieser exemplarischen Darstellung ist die
GFP-Fluoreszenzintensitdt  gegeniiber der
APC-A Intensitét aufgetragen. Die APC-Intensi-
tat dient der besseren Darstellbarkeit der Punk-
tewolke. Die rote und blaue Population ent-
spricht mit miR-302b transfizierten GFP-302-
Sponge-Reporterfibroblasten. Diese werden
als GFP-positiv gegatet. Rot = Population vor
Transfektion. Blau = Tag 3 nach Transfektion.
Die orange Zellpopulation entspricht der Nega-

10 73 tivkontrolle  (Mock  transfizierte =~ 3T3-WT-

Fibroblasten am Tag 3).

GFP positives Gate

10

T 'l[‘ll‘ T llllll‘ T l‘lll“ T |l|l‘1 T lllll‘ T
0 1 2 3 4 5
10 10 10 10 10 10
GFP-A

Im GFP-positiven Gate befinden sich Reporterfibroblasten, sowohl zum Zeitpunkt der vollen
GFP-Expression als auch der maximalen Repression am Tag 4 nach Mimic-Transfektion
(Abb. 17). Im GFP-negativen Gate befinden sich lediglich die Wildtyp 3T3-Fibroblasten ohne
GFP-Reporter. Die bei letzteren Zellen gemessene GFP-Fluoreszenzintensitdt entspricht der
Hintergrundaktivitat des Kanals und ist um den Faktor 200 — 2000 geringer als die der Re-

porterzellen.

In Abb. 18 ist die GFP-Fluoreszenz fur die mit miR-302b transfizierten Reporterfibroblasten
im Zeitverlauf als Histogramm dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die Hauptpopulation der
Reporterfibroblasten eine GFP-Fluoreszenz von 10 000 arbitrary units (a.u.) aufweist. Am
Tag 4 nach Transfektion ist die Fluoreszenzintensitat der Reporterfibroblasten um den Faktor

10 geringer.

Eine Subpopulation der Reporterfibroblasten weist eine Fluoreszenz von nur 100 a.u. auf,
sie ist also um den Faktor 100 geringer als zum Zeitpunkt der maximalen Repression. Die

Ursache fir die Entstehung dieser Subpopulation ist unklar.

ERGEBNISSE | 52



200 _

100 _| . Tag 0
O e

100 /\ Tag 1
0 N

100 Tag 2
0|

1004 Tag 3
o_|

100 Tag 4

0

100 /\/‘\ Tag 5
0

100 Tag 6
0 PAE e

100

N Tag 7
0 _/\ h

100 Tag 8
0 /\ N

100 Tag 9
'I_I_I_ITI'ITII T |||||“I T |||||“I T T |I||"I | | |I|||TI |
100 10! 102 108 104 108

Anzahl Objekte

GFP-Fluoreszenz Log

Abb. 18: GFP-Fluoreszenz miR-302b-transfizierter Reporterfibroblasten (Histogramm)
Durchflusszytometrische Bestimmung der Anzahl von Einzelzellen aufgeschllisselt nach ihrer GFP-
Fluoreszenzintensitédt am Tag 0 bis 9 nach Transfektion von miR-302b in GFP-302-Sponge-Reporterfibroblasten.
Exemplarisches Histogramm der 3. Versuchswiederholung.

In der quantitativen Auswertung aller Versuchswiederholungen zeigt sich ab Tag 1 post
transfectionem eine Abnahme der GFP-Fluoreszenz. Das Maximum der Repression des Re-
porters ist am Tag 4 erreicht, hier ist die GFP-Fluoreszenz um den Faktor 10 geringer als am
Tag 0. Danach kommt es zu einer raschen Zunahme der Fluoreszenzintensitat, welche sich

bereits am Tag 7 wieder nahezu auf Ausgangsniveau befindet (Abb. 19a).

Auch nach Mittelung der 3 Einzelversuche zeigte sich eine deutliche Reduktion der GFP-
Fluoreszenz fiir die mit miR-302 transfizierten Reporterfibroblasten ab Tag 1 post transfec-
tionem. Nach maximaler Repression an Tag 4 (8-fache Verringerung) stieg die Fluores-
zenzintensitat wieder deutlich an. Die maximale Repression der GFP-Fluoreszenz war zwi-
schen Tag 2 und Tag 5 zu beobachten (Abb. 19b).
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Abb. 19: Zeitverlauf der GFP-Fluoreszenz nach Transfektion von miR-302b in MEFs
Durchflusszytometrische Bestimmung der medianen GFP-Fluoreszenzintensitét pro Objekt / Einzelzelle auf der
Y-Achse (iber den jeweiligen Tag nach Transfektion (X-Achse). a. Ergebnisse der drei unabhé&ngigen
Einzelversuche des Sponge-Experimentes. b. Mittelwerte der drei unabhéngigen Einzelversuche. Fehlerbalken
reprasentieren Standardabweichungen. * P < 0,05; ** P < 0,01, *** P < 0,001.

Diese Ergebnisse machen erneut deutlich, dass die Wirkung von Mimics transient ist.
GemaR durchflusszytometrischer Messungen liegt der Aktivitdtszeitraum zwischen Tag 1
und Tag 7 nach Transfektion, mit maximaler Wirkung zwischen Tag 2 und Tag 5. Diese
Resultate stimmen mit den fluoreszenzmikroskopischen Ergebnissen aus Kapitel E1.1
weitgehend Uberein. Es ist also davon auszugehen, dass die Wirkdauer der eingesetzten
Mimics bei etwa 7 Tagen liegt und somit kiirzer ist als die Dauer der nachfolgend geplanten

Reprogrammierungsexperimente.
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E 2 OSK-Reprogrammierung mit miRNA-Mimics

Die Reprogrammierungstechnik von Takahashi und Yamanaka zur Generierung von iPSCs
sollte im eigenen Labor reproduziert und mit der Transfektion von miRNAs erganzt werden,
um deren Einfluss auf diesen Prozess zu untersuchen. Wir verwendeten hierfur MEFs und
das modifizierte Reprogrammierungsprotokoll ohne MYC, da dieses wegen der langsame-
ren, aber konsistenteren Kinetik besonders geeignet ist, um mégliche Enhancer zu identifi-

zieren.

Zu Beginn der Arbeiten war bekannt, dass Mitglieder der ESCC-Familie, wie miR-294 und
miR-302, den Reprogrammierungsvorgang in Zellen verstéarken koénnen. In silico
Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe ergaben Hinweise, dass auch Mitglieder der

miR-181-Familie dhnliche Effekte aufweisen kénnten.

E 2.1 OSK-Reprogrammierung mit ESCC- und 181-miRNAs

Die ersten Experimente erfolgten mit miR-294, miR-302b und miR-181a/c/b/d sowie Kontroll-
Mimics mit einer unspezifischen Seed-Sequenz (miR-Con). Fir die Reprogrammierung
wurden die MEFs in einer 96-Well-Platte ausplatiert und gemal dem Schema in Abb. 20
behandelt.

o) 2
%ﬁ’ K %
y
%, & %,

FBS | FBS +Lif =3
16
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900 Oct4-GFP MEFs / Well Tage Koloniezdhlung

Abb. 20: Schema der Reprogrammierung von MEFs zu iPSCs

MEFs wurden in 96-Well-Platten ausplatiert und am Tag 0 mit retrovirushaltiger L6sung transduziert. Am Tag 1
und Tag 7 erfolgte die Transfektion von Mimics. Je Mimic wurde ein Kavitdten-Triplet transfiziert. Die
Zusammensetzung der Medien wurde wie gezeigt verdndert, das Medium téglich erneuert. Am Tag 16 wurden
die erhaltenen Kolonien fluoreszenzmikroskopisch auf GFP-positive Kolonien untersucht. Bildmaterial Judson et
al., 2013 mit Modifikationen [2].

Fur den ersten Teil des Experimentes wurden die Mimics an Tag 1 nach Beginn der Re-
programmierung transfiziert. Entsprechend der Vorergebnisse zur Wirkdauer der Mimics
wurde die Transfektion am Tag 7 wiederholt. Am Tag 16 wurde die 96-Well-Platte mittels

HCI-Fluoreszenzmikroskopie untersucht (Abb. 21).
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Abb. 21: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung potenzieller iPSC-Kolonien

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von 3 exemplarisch ausgewéhlten Kavitdten einer 96-Well-Platte am Tag
16 nach Beginn der OSK-Reprogrammierung und Transfektion der genannten Mimics. Dunkle Bereiche
entsprechen entstandenen Kolonien putativer iPSCs mit hoher GFP-Fluoreszenz (schwarz) nach Reaktivierung
des endogenen Oct4-GFP-Lokus. Rohaufnahmen im GFP-Filter (614nm).

Bei der nachfolgenden quantitativen Analyse wurde die Anzahl GFP-positiver Kolonien pro
Kavitat bestimmt und auf die Anzahl GFP-positiver Kolonien in der Kontrollgruppe (miR-Con)
normiert (Abb. 22).
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Die Transfektion von miR-294, miR-302b wie auch miR-181a, miR-181c, miR-181b und miR-
181d flhrte im Vergleich zu miR-Con zu einer signifikant héheren Anzahl GFP-positiver
Kolonien. Dabei war der verstarkende Effekt auf die Reprogrammierung mit ESCC-Mimics
(11 — 15-fach) hoéher als mit miR-181-Mimics (1,8 — 3-fach). Die jeweils deutlichsten Zunah-
men waren pro Familie mit miR-294 bzw. miR-181d zu verzeichnen (Abb. 22). Daher wurden

diese miRNAs flur weitere, eingehende Studien ausgewahilt.
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E 2.2 Mimic-Transfektion in frilher und spater Phase der

Reprogrammierung

Um zu Uberprifen, in welcher Phase der Reprogrammierung die miRNAs den groRten Effekt
ausuben, wurde ein Zeitverlaufs-Experiment durchgefuhrt. Hierfir wurden Mimics wahrend
der OSK-Reprogrammierung entweder am Tag 1, 5, 9 oder 13 transfiziert und wiederum an
Tag 16 mittels HCI-Fluoreszenzmikroskopie die Anzahl GFP-positiver Kolonien bestimmt.
Dabei hatten miR-294 und miR-181d den jeweils grof3ten Effekt auf die Reprogrammie-
rungsrate im Vergleich zur Kontrolle, wenn sie am Tag 1 transfiziert wurden (6,5-fach bzw.
4-fach). Bei Transfektion am Tag 5 nahm der Effekt ab (3,75-fach bzw. 2,25-fach). Am Tag
9 zeigte sich fir miR-294 weiterhin eine signifikante Steigerung der Reprogrammierungsrate
(3,25-fach), nicht jedoch fir miR-181d (1,8-fach). Bei Transfektion am Tag 13 zeigte sich fur
beide miRNAs keine signifikant erhdhte Reprogrammierungsrate mehr (2,8-fach, 1,8-fach)
(Abb. 23).
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Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass miR-294 und miR-181d in der Initialphase der

Reprogrammierung wirksamer sind als in der Maturationsphase.

E 2.3 Kombinierte Transfektion von miR-294 und miR-181d

Um potenziell additive oder synergistische Effekte von miR-294 und miR-181d zu unter-
suchen, wurden immer zwei Mimics in dquimolarer Menge am Tag 1 nach Beginn der OSK-
Reprogrammierung in MEFs transfiziert. Hierbei wurden entweder zwei Kontroll-Mimics
(miR-Con1 und miR-Con2) oder jeweils miR-Con1 mit miR-294 oder miR-181d bzw. miR-

294 mit miR-181d kombiniert. Die Resultate zeigten zwar die Tendenz zu einer hdheren
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Reprogrammierungsrate fir die kombinierte Transfektion von miR-294 und miR-181d (5,25
+ 2-fach) gegenlber der Transfektion von miR-Con1 und miR-294 (4,25 *+ 1,25-fach) bzw.
miR-Con1 und miR-181d (2,5 £ 0,5-fach). Allerdings war der Unterschied nicht statistisch

signifikant (Abb. 24).
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Abb. 24: Reprogrammierungs-Effizienz bei kombinierter
Mimic-Transfektion

Nach Einleitung der OSK-Reprogrammierung in MEFs am Tag
0 wurden am Tag 1 entweder zwei Mimic-Kombinationen
kotransfiziert: (a) 2 Mimics mit unspezifischen Seed-Sequen-
zen (miR-Con1 + miR-Con2) (b) miR-Con1 mit miR-294 (c)
miR-Con1 mit miR-181d und (d) miR-294 mit miR-181d. Die
Normierung erfolgte auf die Kotransfektion von miR-Con1 &
miR-Con2. Gezeigt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen eines biologischen Triplikats. * P <
0,05; n.s. nicht signifikant.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Kotransfektion von miR-294 und miR-181d

in MEFs keine eindeutigen additiven oder synergistischen Effekte auf die OSK-Repro-

grammierungseffizienz zur Folge hat.

E 2.4 Verifikation der Pluripotenz erhaltener iPSC-Linien

Die erfolgreiche, experimentelle Reprogrammierung der MEFs wurde grundséatzlich anhand

der Aktivierung des endogenen Oct4-GFP-Lokus in den Zellen analysiert. Dennoch sollten

zur Verifizierung der Pluripotenz der so erzeugten putativen iPSCs weitere Tests erfolgen.

E 2.4.1 Expression der Pluripotenzfaktoren Nanog und SSEA1

Es wurden zunédchst immunhistochemische Farbungen von Oct4-positiven Kolonien nach
OSK-Reprogrammierung mit den Mimics miR-Con, miR-302b, miR-294 und miR-181d in
Passage 3 nach Koloniepicking angefertigt. Als Negativkontrolle diente eine ESC-Linie ohne
endogenen Oct4-GFP-Lokus (V6.5-ESC).

Fir den Nachweis der Pluripotenzmarker Nanog und SSEA1 wurden die zu untersuchenden

Zellen am Tag 16 nach Beginn der OSK-Reprogrammierung in der 96-Well-Mikrotiterplatte
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fixiert. Fir den Nanog-Primarantikdrper wurden die Zellen neben der ersten Fixation und vor
der Blockierung in Methanol bei -20°C fur 5 min refixiert. Die Inkubation mit dem Sekun-
darantikérper, die nukleare Gegenfarbung und die manuelle qualitative fluoreszenzmikrosko-

pische Auswertung erfolgten wie im Methodenteil beschrieben

In der Mikroskopie wiesen die Kolonien der ESCs und iPSC-Linien eine fir sie jeweils
typische Morphologie auf. Der immunzytochemische Nachweis zeigte, dass alle unter-
suchten iPSC-Linien eine Expression von GFP vom endogenen Oct4-GFP-Lokus sowie von
Nanog und SSEA1 aufwiesen, wie es bei pluripotenten Stammzellen zu erwarten war. Die
Kontroll-ESCs zeigten erwartungsgemal’ keine GFP-Expression auf, wohl aber eine von
Nanog und SSEA1. Die Expressionsmuster fir Nanog und SSEA1 stimmten bei Wildtyp
ESC-Linie und iPSCs Uberein (Abb. 25).

V6.5-ESCs Putative iPSCs nach OSK-Reprogrammierung und Transfektion von:
a. Mock miR-Con miR-302b miR-294 miR-181d
o .
Hoechst
Nanog
b.
Oct4-GFP
Hoechst
SSEA1

Abb. 25: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Pluripotenzmarker-Expression

Untersucht worden sind putative iPSCs aus Oct4-GFP-MEFs nach OSK-Reprogrammierung und Mimic-
Transfektion sowie nicht-behandelte Kontroll-ESCs (V6.5-ESCs) ohne endogenen Oct4-GFP-Lokus. a. GFP-
Fluoreszenz vom endogenen Lokus. Darunter immunzytochemische Farbung mit Nanog-Primérantikbrper und
nukleére Gegenfarbung mit Hoechst b. GFP-Fluoreszenz vom endogenen Lokus. Darunter immunzytochemische
Farbung mit SSEA1-Primérantikdrper und nukledre Gegenfédrbung. Bildmaterial Judson et al., 2013 mit
Modifikationen [2].

Diese Resultate lassen vermuten, dass sich die unter Mimic-Transfektion generierten iPSCs
und native ESCs was die Expression typischer Pluripotenzfaktoren betrifft nicht wesentlich

voneinander unterscheiden.
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E 2.4.2 Chimarismus und Keimbahnkontribution

Im nachsten Schritt wurde verifiziert, ob die unter Mimic-Transfektion reprogrammierten
Stammzellen tatsdchlich auch féhig sind, keimbahnféhige, chimdre Nachkommen zu
produzieren, wenn sie kiinstlich in die Blastozyste injiziert werden. Dies gilt als einer der
stringentesten Verifikationstests fur die Pluripotenz. Hierfur wurden je eine mit miR-302b und
miR-294 reprogrammierte Zelllinie sowie 3 mit miR-181d reprogrammierte Zelllinien in E3,5
Blastozyten von C57BL/6 Mausen injiziert. Nach intrauterinen Blastozystentransfer wurden
die E12,5-Embryos fluoreszenzmikrokopisch hinsichtlich der Oct4-GFP-Expression der
Genitalleiste (Test auf Keimbahnkontribution) untersucht. AnschlieRend erfolgte die X-Gal
Farbung und der dunkelfeldmikroskopische Nachweis der Beteiligung der iPSC-Linien an
der Entstehung aller 3 Keimblatter (Chimarismus) (Abb. 26).
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Transgene Rosa26+/Bgal,Oct4-GFP Mause C57BL/6 Mause
Superovuliert

Picken der Kolonien,
Klonale Expansion
bis Passage 5

Blastozystenextraktion
OSK- B

Embryoextraktion
— E12,5
Fluoreszenzmikroskopie
Transfer der injizierten
Blast ten in den Ut
aslozysten in den LUierus Keimbahn- X:Gal Keine Keimbahn-
kontribution Farbung kontribution
b
Dunkelfeldmikroskopie | 7= f
Farbung Keine Farbung
bei Chimarismus ohne Chimarismus

E3,5 Pseudoschwangere
Swiss-Webster Weibchen

Abb. 26: Schema der Blastozysteninjektion und der Priifung auf Chimédrismus

MEFs aus Rosa26*69 Oct4-GFP-Mé&usen wurden mittels OSK-Reprogrammierung unter Transfektion von miR-
302, miR-294 oder miR-181d in zu verifizierende putative iPSCs tberfiihrt. Nach Kolonie-Picking und klonaler
Expansion bis Passage 5 erfolgte die Vereinzelung durch Trypsinierung. Aus superovulierten C57BL/6 wurden
Blastozysten entnommen und je Blastozyste 10 — 15 iPSCs injiziert. Hiernach erfolgte der intrauterine Transfer
von 8 Blastozysten in ein E3,5 pseudoschwangeres Swiss-Webster Weibchen. An E12,5 erfolgte die
Embryoextraktion und Fluoreszenzmikroskopie. Im Falle einer Keimbahnbeteiligung zeigen die Gonaden eine
kréftige Fluoreszenzintensitét bei gonadal aktiviertem Oct4-GFP-Lokus. Uber den Rosa26*%- okus wird -
Galaktosidase exprimiert, wodurch sich die Chiméren bei der nachfolgenden X-Gal Férbung kréftig blau férben.

Die Resultate dieser Untersuchungen belegten fur alle getesteten iPSC-Linien die Fahigkeit
zur Ausbildung chimarer Organismen (Abb. 27a). Dies bestatigten auch Analysen des Darm-
traktes der untersuchten Embryos (Abb. 27b). Ebenso zeigten alle iPSC-Linien eine Beteili-
gung der Keimbahn, was sich in Form der fluoreszierenden Gonaden erkennen liel3 (Abb.
27c,d).
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Abb. 27: Mikroskopische Analyse des Chimérismus in E12,5-Embryos

a. Dunkelfeldmikroskopische Darstellung zweier X-Gal gefdrbter E12,5-Embryos aus C57BL/6-Blastozysten.
Links nach Blastozysteninjektion mit OSK+miR-181d-generierten iPSCs welche aus MEFs von Rosa26*#98/, Oct4-
GFP-transgenen Mé&usen gewonnen wurden. Rechter Embryo aus nicht injizierter Blastozyste. b.
Dunkelfeldmikroskopische Darstellung von X-Gal-gefdrbtem Herz und Lunge der in a. gezeigten E12,5 Chimére.
c¢. Dunkelfeldmikroskopische (links) und GFP-fluoreszenzmikroskopische (rechts) Aufnahme einer ungefarbten
E12,5-Chimére. Deutliche Fluoreszenz der Genitalleiste durch aktive Oct4-GFP Produktion. d. VergréB8erung von
c. Bildmaterial Judson et al., 2013 mit Modifikationen [2].

Der Nachweis, dass iPSCs, die unter Transfektion von Mimics generiert wurden, chiméare
Nachkommen hervorbringen und an der Ausbildung der Keimbahn beteiligt sind, ist der

funktionell stringenteste Beweis fur die Pluripotenz dieser Zellen.

E 2.4.3 Chromosomenanalyse

In Stammzellen ist das Vorliegen eines korrekten Chromosomensatzes ein weiteres Kriteri-
um fUr Pluripotenz. Die unter Transfektion von miR-294 und miR-181d reprogrammierten
Zellen wurden hierfur karyotypisiert. Wie in Tabelle 10 gezeigt, wurde fir 4 unabhangige
iPSC-Linien die Anzahl an Chromosomen gezéahlt. Aufgelistet sind die prozentualen Anteile
der Zellen, die einen korrekten Satz von 40 Chromosomen aufwiesen und solche mit einer

davon abweichenden Anzahl. Es zeigte sich, dass Uber 80% der Zellen jeder Linie die
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korrekte Anzahl an Chromosomen enthielten.

Zelllinie Reprogrammierung Passage % Zellen % Zellen % Zellen
mit 40 > 40 <40
Chromosomen Chromosomen Chromosomen
iPSC 23-1 OSK + miR-294 5 84 0 16
iPSC 2-2 OSK + miR-181d 7 87 0 13
iPSC 76-14 OSK + miR-181d 8 83 5 12
iPSC 77-4 OSK + miR-181d 9 83 0 17

Tabelle 10: Karyotypisierung der durch OSK-Reprogrammierung und miR-181d erzeugten iPSCs

Zusammenfassend belegen die Ergebnisse aus Untersuchungen mit drei verschiedenen
experimentellen Anséatzen Ubereinstimmend, dass sich die unter Mimic-Transfektion repro-

grammierten Fibroblasten hinsichtlich Pluripotenz funktionell nicht von ESCs unterscheiden.

E 3 Signalwegsanalyse in der Reprogrammierung mit miR-294
und miR-181d

Im né&chsten Schritt sollte analysiert werden, inwiefern die fur die Reprogrammierung
eingesetzten Mimics, miR-294 und miR-181d, in den Zellen Einfluss auf den PI3K/Akt-
Signalweg und den Wnt/B-Catenin-Signalweg nehmen. Diese waren zuvor als potenzielle

Targets identifiziert worden [2].

E 3.1 Einfluss auf den PI3K/Akt-Signalweg

Eine potenzielle Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges durch die Transfektion von miR-294
bzw. miR-181d wéhrend der OSK-Reprogrammierung wurde per Westernblot untersucht.
Dabei wurden MEFs an Tag 0 mit OSK transduziert und am Tag 1 mit miR-294 bzw. miR-
181d transfiziert. Als Kontrolle diente die Transfektion mit Mock (Transfektionsreagenz ohne
Mimic) sowie siR-Con (einer Kontroll-siRNA mit einer abberanten Seed-Sequenz) und
SiPTEN (eine siRNA die spezifisch PTEN inhibiert). Am Tag 2 nach Beginn der OSK-
Reprogrammierung wurde das Medium durch MEF-Medium ohne FBS ausgetauscht, um
darin enthaltene Aktivatoren des PI3K/Akt-Signalweges zu entfernen. Die Lyse der Zellen
erfolgte 72 — 86 h nach retroviraler Transduktion (Tag 3). 5 min vor der Lyse erfolgte in einem

Versuchsarm eine Stimulation mit 6 nM IGF-1 fir 5 min in FBS-freiem Medium.

Fir den Westernblot wurde zur Darstellung der Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges das
gesamte PI3K/Akt-Protein (Gesamt-Akt) sowie zwei Varianten einer aktivierten Form von Akt
bestimmt, dem an Serin (473) und Threonin (308) phosphorylierten Akt (Ser437-und Thr308-
phospho-Akt). Daneben wurde ein Antikérper gegen PTEN sowie zur Normierung ein
GAPDH-Antikérper verwendet.
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Die Intensitatswerte der erhaltenen Banden wurden fur jede Kavitat auf GAPDH abgeglichen.
Weiterhin wurden die einzelnen Kavitaten auf siR-Con normiert. Ein experimentelles Triplet
ist in Abb. 28 dargestellt. Zu sehen sind hier akquirierte Bilder des Flachbett-
Fluoreszenzscanners, welcher die Intensitat der im Nahinfrarotspektrum fluoreszierenden

Sekundarantikdrper ausliest.

a. Keine IGF-1-Stimulation

Gesamt-Akt
Serd73 pAkt
PTEN

GADPH

Gesamt-Akt
Thr308 pAkt
PTEN

GADPH

b. 6 "M IGF-1 fiir 5 min > S N

Gesamt-Akt
Ser473 pAkt
PTEN

GADPH

Gesamt-Akt
Thr308 pAkt
PTEN

GADPH

Abb. 28: Westernblot-Analyse des PI3K/Akt-Signalweges

a. Westernblot von Zelllysaten aus MEFs nach Beginn der OSK-Reprogrammierung unter Transfektion von Mock,
SiR-Con, SiPTEN, miR-294 und miR-181d. Aushungern der Zellen durch Kultivierung in FBS-freiem Medium ab
Tag 2. Lyse der partiell reprogrammierten MEFs am Tag 3. Bestimmung von Gesamt-Akt, Ser473 pAkt, Thr308
pAkt, PTEN und GAPDH. b. Westernblot-Ansatz wie in a. mit IGF-1-Stimulation flir 5 min vor Lyse der Zellen.
Gezeigt sind experimentelle Triplets.

Die Blots aus 3 unabhangigen Versuchswiederholungen wurden tber die Quantifizierung der
Fluoreszenzintensitat semiquantitativ ausgewertet (Abb. 29). Dabei wurde die Blotintensitéat

der phosphorylierten Akt-Formen ins Verhéaltnis zu der von Gesamt-Akt gesetzt.

Der Anteil des aktivierten, an Ser473 phosphorylierten Akt war unter Transfektion von
siPTEN mit (2,26-fach; P < 0,001) und ohne (2,68-fach; P = 0,02) IGF-1-Stimulation
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signifikant erhdht gegentiber siR-Con. Unter Transfektion von miR-294 war der Unterschied
der Menge an Ser473 phospho-Akt nur unter IGF-1-Stimulation signifikant gegeniber siR-
Con erhéht (1,79-fach; P = 0,002) (Abb. 29a,b).

Der Anteil des tUber Phosphorylierung an Thr308 aktivierten Akt war unter Transfektion von
SiPTEN nur unter IGF-1-Stimulation signifikant erhéht gegentber siR-Con (2,24-fach; P =
0,007). Dies traf auch auf miR-294 zu, wo sich ein Unterschied ebenfalls nur unter IGF-1-
Stimulation zeigte (1,56-fach; P = 0,002) (Abb. 29¢,d).

Die Menge des Gesamt-Akt Proteins war unter miR-294 Transfektion verringert. Dies war
aber nur ohne IGF-1-Stimulation signifikant (0,54-fach; P = 0,017) (Abb. 29e,f).

Die Menge des Akt-Inhibitors PTEN war unter OSK-Reprogrammierung und Transfektion mit
siRNA gegen PTEN (siPTEN) deutlich vermindert im Vergleich zu siR-Con — und dies sowohl
mit IGF-1-Stimulation (0,29-fach; P = 0,039) als auch ohne (0,15-fach; P = 0,003). PTEN war
unter Transfektion von miR-294 unter IGF-1-Stimulation um den Faktor 0,67 reduziert im

Vergleich zu siR-Con. Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant (Abb. 29g,h).

Die OSK-Reprogrammierung mit miR-181d fihrte weder mit noch ohne IGF-1-Stimulation zu
einer signifikanten Anderung des PTEN-Levels, des Gesamt-Akt Levels oder der prozentu-
alen Anteile von Thr308 phospho-Akt und Ser473 phospho-Akt zu Gesamt-Akt (Abb. 29).

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass im Kontext der OSK-Reprogrammierung durch
Transfektion von miR-294 der PI3K/Akt-Signalweg zwar keine signifikant erhéhte Grundak-
tivitdt aufweist, jedoch unter Stimulation des Signalweges ein hdheres Aktivitdtsniveau
resultiert, was sich in einer erhéhten Ratio zwischen phosphoryliertem Akt und Gesamt-Akt
ausdruckt. Diese verstarkte Aktivierung unter Stimulationsbedingungen ist nicht
ausschlief3lich PTEN-vermittelt, da die Expression dieses Akt-Inhibitors durch miR-294 nicht

signifikant verandert wird.
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Abb. 29: Quantitative Auswertung der Westernblots des PI3K/Akt-Signalwegs

Gemessen wurde die Westernblot-Fluoreszenz der Komponenten des PI3K/Akt-Signalweges von drei
unabhéngigen Versuchsansétzen. Lyse der Zellen am 3. Tag nach Einleitung der OSK-Reprogrammierung und
am 2. Tag nach Transfektion von Mock, siR-Con, siPTEN, miR-294 oder miR-181d (X-Achse). Die Kavitéten
wurden einen Tag vor Lyse durch Zugabe neuen FBS-freien Mediums ausgehungert. Die Ansétze in der linken
Spalte wurden 5 Minuten vor Lyse mit 6 nM IGF-1-haltiger Lésung stimuliert. Gezeigt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen. Die Blot-Intensitét ist normalisiert zu GAPDH und Mock. * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <
0,001.
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E 3.2 Einfluss auf den Wnt/B-Catenin-Signalweg

Im nachsten Experiment wurde ein mdglicher Einfluss von miRNA-294 und miR-181d
wahrend der OSK-Reprogrammierung auf das Wnt/B-Catenin-Signaling untersucht. Hierflir
wurden MEFs einer OSK-Reprogrammierung mit Transfektion von miR-294 oder miR-181d

unterzogen. Als Kontrollen diente miR-Con sowie eine Mock-Transfektion.

Der Nachweis der zellulédren Lokalisation von B-Catenin mittels HCI-Immunzytochemie er-
folgte in einer 96-Well-Mikrotiterplatte. Fir jede untersuchte miRNA wurden die Zellen in 6
Kavitaten transfiziert, bei drei davon wurden dem Transfektionsansatz 50 ng/mL von rekom-
binantem Wnt3a zugegeben. 48 h nach der Transfektion (Tag 3 der OSK-Reprogram-
mierung) erfolgte die Fixierung und immunzytochemische Farbung mit einem [-Catenin-
Primarantikérper und fluoreszierenden (488nm) Sekundarantikérper. Die nukledre Gegen-

féarbung erfolgte mit Hoechst.

Zur quantitativen Auswertung wurde die 96-Well-Platte mittels HCI-Fluoreszenzmikroskopie
untersucht. Die Gesamtzellzahl wurde Uber die Anzahl positiver Objekte im DAPI-Kanal
(nach nukleadrer Gegenfarbung) erfasst. Weiterhin erfolgte die getrennte Erfassung der GFP-
Intensitdt des gesamten Zellkdrpers als auch der unmittelbar nuklear bzw. perinuklear
lokalisierten Intensitat. Hierliber wurden die Gesamtintensitat von [3-Catenin pro Zelle sowie

der nukledre und perinukledre Anteil bestimmt.

Auffallig war, das sich wahrend der OSK-Reprogrammierung mit miR-294 oder miR-181d
unter Wnt3a-Stimulationsbedingungen eine gesteigerte nukledre und perinukledre Lokali-
sierung von B-Catenin im Vergleich zur Transfektion mit miR-Con zeigte. Dieser Effekt trat
ohne Wnt3a-Stimulation nicht auf (Abb. 30).
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a. OSK-Reprogrammierung mit miRNA-Mimic und Wnt3a-Stimulation

miR-Con miR-294 miR-181d

R-Catenin

Nukledre Gegenfarbung

b. OSK-Reprogrammierung mit miRNA-Mimic ohne Wnt3a-Stimulation
miR-Con miR-294 miR-181d

3-Catenin

Nukledre Gegenféarbung

Abb. 30: Inmunzytochemischer Nachweis der subzelluldren Lokalisation von (3-Catenin

Représentative fluoreszenzmikrokopische Aufnahmen nach Einleitung der OSK-Reprogrammierung in MEFs
unter Transfektion von miR-Con, miR-294 oder miR-181. Nach Fixierung der Zellen in der 96-Well-Platte am Tag
3 erfolgte die Farbung mit B-Catenin Prim&rantikérper sowie fluoreszierendem Sekundérantikérper (jeweils obere
Zeile). Die nukledre Gegenfarbung erfolgte mit Hoechst (jeweils untere Zeile). a. Ansétze mit 24-stiindiger Wnt3a-
Stimulation (50 ng/ml). b. Ansétze ohne Wnt3a-Stimulation. Der weisse Balken reprdsentiert 50 uM. Bildmaterial
Judson et al., 2013 mit Modifikationen [2].
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Diese Beobachtungen wurden durch die quantitative Auswertung der HCI-Fluoreszenzmik-
roskopie erganzt: Zur Berechnung der nukledren und perinukledren Lokalisation von [3-
Catenin wurden zunéchst die gefarbten Nuklei erfasst. Es erfolgte dann die Erfassung der
Fluoreszenzintensitat fir den nukledren sowie unmittelbar angrenzenden perinukledren
Bereich. Dariber hinaus erfolgte die Bestimmung der Gesamt-Fluoreszenzintensitét pro
Zelle. Hierliber wurde der prozentuale Anteil des nuklearen und perinuklearen 3-Catenins
berechnet. Ergebnisse von 3 unabhdngigen Versuchswiederholungen (biologisches
Triplikat) wurden gemittelt und sind im Folgenden dargestellt. Unter Wnt3a-Stimulation war
im Vergleich zu siR-Con wéhrend der OSK-Reprogrammierung mit miR-294 (1,5-fach) und
miR-181d (1,33-fach) eine signifikant erhéhte (-Catenin-Translokation in bzw. an den
Nukleus zu verzeichnen, was fur eine Aktivierung des Wnt/B-Catenin-Signalweges spricht
(Abb. 31a). Der Effekt war zwar auch ohne Wnt3a-Stimulation zu beobachten, zeigte sich
hier aber deutlich geringer ausgepragt und erreichte keine statistische Signifikanz. Die
Gesamtmenge zelluldren B-Catenins zeigte sich wie zu erwarten nach 48-stiindiger Wnt3a-
Stimulation um ca. 20 — 30% erhdht, und zwar in jedem Ansatz. Es zeigte sich sowohl mit
als auch ohne Wnt3a-Stimulation eine Abnahme des gesamten zelluldren 3-Catenins auf ca.
67% flr miR-294 und auf ca. 75% fir miR-181d im Vergleich zu siR-Con (P < 0,05) (Abb.
31b).
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Abb. 31: Quantative Auswertung der subzelluldren Lokalisation von B-Catenin

Immunzytochemische Farbung von B-Catenin in MEFs, Tag 3 nach Einleitung der OSK-Reprogrammierung und
Tag 2 nach Mimic-Transfektion, folgend HCI-fluoreszenzmikroskopsiche Auswertung. a. Anteil des (peri-)
nukleédren B-Catenins im Verhéltnis zum gesamten zelluldren B-Catenin. b. Gesamtes (-Catenin pro Zelle.
Schwarze Balken reprdsentieren Ansétze mit Wnt3a-Stimulation. Gesamt 3-Catenin pro Zelle ist normalisiert zu
Mock. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichungen eines biologischen Triplikats. * P < 0,05; ** P < 0,01.
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Nachfolgend sollten die Resultate zur Beteiligung von (B-Catenin unter Verwendung des
Luciferase-TOPFlash-Reporterassays bestétigt werden, der auf Wnt/B-Catenin abhangiger,
promotorspezifischer Luciferaseaktivitat beruht. Die OSK-Reprogrammierung wurde in einer
96-Well-Platte mit 900 MEFs pro Kavitét eingeleitet. Nach Mimic-Transfektion am 1. Folgetag
erfolgte am 2. Folgetag die Transfektion der Reporterplasmide. Hierfur wurden pro Kavitat 8
pL DMEM und 1 yL FUGENE-6 Transfektionsreagenz prainkubiert (5 min, RT), wonach 80
ng (1 puL) Reporterplasmid und 12 ng (0,06 pL) TK-Renilla zugegeben wurde. Nach weiterer
15-minutiger Inkubation (RT) wurden 90 yL MEF-Medium hinzugegeben. Der Versuch wurde
in Abwesenheit und Gegenwart von Wnt3a als Stimulus durchgefuhrt. Hierfur wurden 0,125
ML Wnt3a (40 pg/mL) dem Transfektionsgemisch zugesetzt. 24 h nach Transfektion der
Reporterplasmide erfolgte die Auswertung des Luciferase-Assays gemall Herstelleran-

gaben.

Durch Transfektion der Zellen mit miR-294 oder miR-181d bei der OSK-Reprogrammierung
war im Vergleich zu Kontrollzellen eine deutliche Steigerung der Luciferaseaktivitat als Indiz
fur erhéhte Wnt/B-Catenin-Signalwegsaktivitdt zu verzeichnen. Dieser Effekt war sowohl in
Abwesenheit als auch Gegenwart von Wnt3a zu beobachten. Ohne Wnt3a-Stimulation war
die Reporteraktivitat unter miR-294-Transfektion im Vergleich zu siR-Con 12-fach, fiir miR-
181d 9-fach erhéht. Wie zu erwarten war bei Zugabe von Wnt3a die basale
Luciferaseaktivitat in allen Transfektionsbedingungen inklusive siR-Con und Mock um den
Faktor 10 héher als ohne Zusatz des Liganden. In Kombination der Inkubation der Zellen mit
Wnt3a und der Transfektion von miR-294 und miR-181d kam es zu einer Steigerung der
Luciferaseaktivitdt um den Faktor 5 bzw. 14 (Abb. 32).
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Abb. 32: Wnt/B-Catenin-Signalwegsaktivitédt im Luciferase-Assay

Einen Tag nach Beginn der OSK-Reprogrammierung wurden die Zellen mit Mock oder Mimics (siR-Con, miR-
294, miR-181d) ftransfiziert. Nach 3 Tagen wurden sie mit dem Reporterplasmid und dem
Transfektionskontrollplasmid transfiziert und nach einem weiteren Tag fiir die Auswertung lysiert. Die
Fluoreszenzintensitét der Firefly Luciferase (TOPFlash Aktivitét) wurde auf die Fluoreszenzintensitét der Kontroll-
Luciferase (Renilla Aktivitét) normiert (Y-Achse). Die Versuchsreihen wurden auf die Mock-Transfektion normiert.
a. Luciferaseaktivitdt nach 24-stiindiger Stimulation mit rekombinantem Wnt3a (25 ng/mL), welches dem
Transfektionsgemisch zugesetzt wurde. b. Luciferaseaktivitdt ohne Stimulation mit Wnt3a. Gezeigt sind
Mittelwerte und Standardabweichungen eines biologischen Triplikats. * P < 0,05; ** P < 0,01.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass sowohl miR-294 als auch miR-181d wéhrend der
OSK-Reprogrammierung die Aktivitdt des kanonischen Wnt/B-Catenin-Signalweges erhé-
hen. Es zeigt sich eine ausgepragte Aktivierung dieses Signalweges flr beide miRNAs so-

wohl im Grundzustand als auch unter Wnt3a-Stimulationsbedingungen.
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F DISKUSSION

F 1 Wirkdauer von miRNA-Mimics nach Transfektion

Die Ergebnisse der Vorexperimente zur Mimic-Stabilitdt waren essenziell fir die Planung der
nachfolgenden Reprogrammierungsstudien, da sich letztere tUber einen Zeitraum vollziehen,
der die bekannte, durchschnittliche Wirkdauer von miRNA-Mimics in Zellen Gberschreitet.
Unsere Untersuchungen bestatigten einen transienten Effekt der von uns ausgewéhlten
Mimics mit einem Aktivitdtszeitraum zwischen Tag 1 — 7 nach Transfektion und einem Maxi-

mum zwischen Tag 3 — 5.

Ziel war es, durch Einsatz exogener miRNA-Mimics den Effekt endogener miRNAs zu reka-
pitulieren. Die in der vorliegenden Studie verwendeten Mimics der Firma Dharmacon basier-
ten auf der miR-67 des Fadenwurms Caenorhabditis elegans und wiesen eine minimale
Sequenzibereinstimmung mit humanen und murinen miRNAs auf. Sie wurden chemisch
modifiziert, sodass nur der aktive Strang mit RISC interagiert und die Mimics dariiber hinaus
eine héhere MRNA-Suppression erzielten als vergleichbar transfizierte, native Doppelstrang-
miRNA. Laut Herstellerangaben liegt mit einem Luciferase-basierten Reporterassay die
Suppression des Zielgens nach 24 h und 48 h bei ca. 90% des Ausgangsniveaus, bei
Verwendung nicht modifizierter miRNA hingegen nur bei 60%. Diese verstédrkte Mimic-
Wirkung sollte insbesondere im Hinblick auf die Interpretation der durchgefihrten Signal-

wegsanalysen kritisch evaluiert werden.

Beim methodischen Vergleich zum Nachweis intrazelluldren GFPs im Rahmen der durchge-
fuhrten Reporterassays war zu beobachten, dass das unspezifische Hintergrundsignal in der
Fluoreszenzmikroskopie héher war als bei der Durchflusszytometrie. Dies ist hdchstwahr-
scheinlich auf die unterschiedliche Empfindlichkeit der Nachweissysteme zurtckzufihren,

zumal die Kinetik der Mimic-Wirkung in beiden Verfahren sehr &hnlich war.

Die Anzahl spezifischer miRNA-Transkripte in der Zelle ist grundsétzlich von der fur jedes
Molekl individuellen Transkriptions- sowie Prozessierungs- und Abbaurate abhangig. Wéah-
rend Uber Transkription und Prozessierung bereits grundlegende Arbeiten erschienen sind
[110,111], gibt es noch wenig Informationen zur Regulierung des FlieRgleichgewichtniveaus
(steady state level) bei miRNAs. In einer Studie von Gantier et al. konnte gezeigt werden,
dass native miRNAs eine sehr heterogene Halbwertszeit aufweisen, mit einem Median bei
etwa 5 Tagen [112]. Sie resultiert wahrscheinlich aus einer Kombination aus Abbau und Ver-
dinnungseffekt durch Zellteilung. Folglich misste die miRNA-Aktivitdt unmittelbar nach

Transfektion am héchsten sein und hiernach stetig abnehmen.

Im Gegensatz hierzu zeigte sich in unserem Experiment jedoch eine lineare, langsam
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abfallende GFP-Reporterfluoreszenz bis hin zum Maximum der GFP-Repression als Indiz
einer effizienten Hemmung durch die miRNA, gefolgt von einer langsamen Zunahme der
GFP-Reporterfluoreszenz als Hinweis auf eine nachlassende Inhibition. Der initiale,
langsame Abfall der GFP-Reporterfluoreszenz lasst sich am ehesten auf die relativ lange
Halbwerstzeit von GFP zurlckflhren, die beispielsweise in murinen L-Zellen, die aus
embryonalen Fibroblasten gewonnen werden, 26 h betragt [113]. Der noch langsamere Wie-
deranstieg der Reporterfluoreszenz ist méglicherweise eine Folge davon, dass durch Mimic-
Transfektion eine unphysiologisch hohe Anzahl an Mimic-Molekulen in die Zelle gelangt. Bei
einer derartigen Absattigung des Zell- und Nukleoplasmas mit miRNA-Molekilen sowie bei
der vergleichsweise langen Halbwertszeit der Mimics [112] ist der verzogerte Abfall der
Mimic-Aktivitdt am ehesten hauptsachlich durch den durch Zellteilung vermittelten
Verdinnungseffekt zu erklaren. Diesbeziiglich wurde beispielsweise in Hela-Zellen gezeigt,
dass durch transiente Transfektion von miR-76 (100 nM) ca. 1,8 Millionen Kopien des Mimic-
Molekdls in eine Zelle gelangen, wohingegen die Gesamtzahl endogener miR-76 in diesen
Zellen und auch in ESCs nur ca. 100 000 betragt [33,114,115].

Grundsétzlich kann die Reprogrammierung von MEFs zu iPSCs in zwei verschiedene
Phasen eingeteilt werden, welche sich durch spezifische, zelluldre Vorgange unterscheiden.
In der ersten Phase, der sogenannten Initiierung, die sich Uber etwa 7 Tage erstreckt, findet
der Ubergang der Zellen vom mesenchymalen in den epithelialen Status statt (MET), wobei
der umgekehrte Vorgang (EMT) gleichzeitig inhibiert wird [53,56,116]. In der zweiten Phase,
der sogenannten Maturation, die meist ebenfalls etwa 7 Tage dauert, erfolgt in diesen Zellen
dann eine verstarkte Demethylierung und Deacetylierung von DNA und Histonen, die
schliel3lich zu dem charakteristischen, epigenetischen Status pluripotenter Stammzellen
fuhrt [117].

Unsere Ergebnisse lassen somit den Schluss zu, dass eine 24 h nach Beginn der OSK-
Reprogrammierung erfolgende Transfektion von Mimics dazu fiihrt, dass sich deren Wirkung
hauptsachlich tber die Initiierungsphase der Zellen erstreckt, wohingegen eine Transfektion
am Tag 1 und Tag 7 nach Beginn der Reprogrammierung ein relevante miRNA-Aktivitat

wahrend des gesamten Vorganges aufrecht erhélt (Abb. 33).
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Abb. 33: Modell des Einflusses von miR-294 und miR-181d auf die OSK-Reprogrammierung in MEFs

Die Transfektion der Mimics (miR-294 und miR-181d) erfolgte 24 h nach Beginn der OSK-Reprogrammierung.
Die Gegenwart der Mimics fiihrte innerhalb der 7-tdgigen Frilhphase zu einer signifikanten Steigerung der
Reprogrammierungsrate in MEFs. Als molekulare Mechanismen konnte die Beteiligung des PI3K/Akt- und des
Wht/B-Catenin-Signalweges identifiziert werden. Diese Resultate stehen im Einklang mit Beobachtungen anderer
Arbeitsgruppen, die eine Beteiligung dieser wie auch anderer Faktoren an der Regulation der
Zellzyklusprogression, des MET/EMT-Gleichgewichtes oder der Apoptose wahrscheinlich machen [118-120].
miRNAs sind nicht zwingend notwendig fiir die Reprogrammierung, stabilisieren aber offenbar die daran
beteiligten Prozesse [121].

F 2 Wirkung von miR-294 auf die Reprogrammierung

Die Transfektion der ESCC-miRNAs miR-294 und miR-302b in MEFs unter Verwendung ei-
nes MY C-freien Reprogrammierungsprotokolls hatte eine 11 — 15-fache Steigerung der Re-
programmierungseffizienz zur Folge. Dies ist im Einklang mit Resultaten friiherer Studien
anderer Arbeitsgruppen mit ESCC-miRNAs, die etwa fir miR-294 eine 8 — 10-fache Zu-
nahme in MEFs belegen konnten [56,66,122]. Ubereinstimmend konnte in einer Studie mit
humanen Fibroblasten und den ESCC-miRNAs miR-302b und miR-372 (letztere ist das
humanes Aquivalent zu muriner miR-294) in einem MY C-freien Protokoll eine 10 — 14-fach
erhdhte Reprogrammierungsrate erzielt werden [57], was die Validitdt des auch in der

vorliegenden Studie verwendeten Reprogrammierungsprotokolls bestatigt.

Darlber hinaus gelang uns der Nachweis, dass miR-294 bei Transfektion in der friihen
Phase der Reprogrammierung (Tag 1) starker aktivierend wirkt als zu spateren Zeitpunkten

(Tage 5, 9 und 13). Davon ist erneut abzuleiten, dass der férdernde Effekt primar auf
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Einflussnahme in der Initialphase zuriickzufiihren ist. In der Maturationsphase hingegen ist
der Einfluss von miRNA-294 demnach weit geringer. Eine Erklarung fir diesen zeit-
abhédngigen Effekt liegt mdglicherweise auch in der im Rahmen der Reprogrammierung
zunehmenden Heterogenitat der Zellpopulation. Denn bekanntermallen erreicht nur ein
kleiner Teil der retroviral transduzierten Zellen die Maturationsphase [54,59], sodass Mimics,
welche zu spéaten Zeitpunkten transfiziert werden, auf eine Mischpopulation von Zellen

unterschiedlicher Entwicklungsphasen treffen.

Die in dieser Arbeit beschrieben Beobachtungen zur Wirkung von ESCC-miRNAs in der
Frihphase der Reprogrammierung decken sich mit Resultaten anderer Studien, die zeigten,
dass diese die Selbsterneuerung von ESCs durch Inhibition der EMT aufrechterhalten.
Zusatzlich wurde auch gezeigt, dass sie in ESCs die zellularen Apoptosekaskade inhibieren

und so ebenfalls zur Selbsterneuerung beitragen [56,116,123,124].

Darliber hinaus ist bekannt, dass Vertreter der ESCC-miRNA-Familie die Biosynthese von
p21 und Lats2 inhibieren [125]. Beide Proteine vermitteln eine Inhibition der G1-S Zellzyklus-
transition. Hierdurch wird einerseits die Seneszenz inhibiert und andererseits die Zellzyklus-
progression gefordert, indem die Zellen vermehrt in der S-Phase vorliegen [57,62,124,126]
(Abb. 33).

F 3 Wirkung von miR-181d auf die Reprogrammierung

Neben Mitgliedern der ESCC-Familie wurden auch miRNAs der 181-Familie auf eine
potenziell verstarkende Wirkung bei der Reprogrammierung von MEFs untersucht. Diese
mMiRNAs waren bislang insbesondere als Onkogene in der Onkogenese verschiedener

solider und hamatologischer Malignome bekannt [127-129].

Wir konnten erstmals experimentell zeigen, dass die Transfektion der miR-181a-d an Tag 1
und 7 der OSK-Reprogrammierung eine bis zu 3-fache Steigerung der iPSC-Kolonienzahl
zur Folge hatte, wobei miR-181d als stérkster Aktivator dieser Gruppe identifiziert und

detailliert weiter untersucht wurde.

Im Gegensatz zu ESCC-miRNAs werden Mitglieder der 181-Familie weder in MEFs noch
ESCs endogen exprimiert [16]. Wahrend ESCC-miRNAs eine Differenzierung von ESCs blo-
ckieren, fordern miRNAs der 181-Familie diesen Vorgang [130,131]. Interessanterweise
binden die Transkriptionsfaktoren Oct4, Sox2 und Nanog an den Promotor des Clusters miR-
183c-miR-181d [70], was auf eine vermehrte Transkription der miR181-Familie wahrend der
Reprogrammierung und einen positiven Regelkreis schlielen lasst. In Ubereinstimmung mit
den Resultaten der ESCC-miRNAs hatte auch die zeitabhangige Transfektion von miR-181d
am Tag 1 OSK-Reprogrammierung eine 4-fache Steigerung der Reprogrammierungsrate zur

Folge, wahrend dieser Effekt an spateren Zeitpunkten deutlich geringer war. In Analogie zu
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ESCC-miRNAs kann daher auch fiur miR-181d eine Uberwiegende Einflussnahme auf
zellulare Prozesse in der Initialphase der Reprogrammierung und somit eine Einflussnahme
auf die MET postuliert werden. In der Tat konnte in einer Studie in Glioblastomzellen
nachgewiesen werden, dass die Expression von miR-181b invers mit der EMT verknUpft ist
und diesen, der Reprogrammierung entgegenstehenden, Prozess Uber eine Inhibition der
KPNA4-Biosynthese inhibiert. KPNA4 ist eines der primdren Importin-Isoformen fur die
nukledre Translokation von NFkB, welches wiederum ein essenzieller Aktivator der EMT ist.
[132]. (Abb. 33).

F 4 Gemeinsame Wirkung von miR-294 und miR-181d

Aufgrund der jeweils signifikanten Steigerung der Transfektionseffizienz durch miR-294 und
miR-181d, stellte sich die Frage, ob die gleichzeitige Prasenz beider Mimics in den Zellen
méglicherweise einen additiven oder synergistischen Effekt zur Folge haben wiirde. Uberra-
schenderweise lag bei gemeinsamer Transfektion von miR-294- und miR-181d-Mimics
wahrend der OSK-Reprogrammierung die Zunahme der Reprogrammierungsrate nicht sig-
nifikant Gber den Werten, die jeweils mit den einzeln transfizierten miRNAs zu erreichen war.
Eine mdgliche Ursache ist, dass sich die Wirkungen der offensichtlich unterschiedlichen Ziel-
gene und nachgeschalteten Signalwege teilweise gegenseitig aufheben, also offenbar weder
vollstandig Uberlappen noch vollkommen unterschiedliche Effekte haben. Friihere in silico
Untersuchungen unserer sowie anderer Arbeitsgruppen zeigten, dass die Ziel-mRNAs, die
von mMiR-294 und miR-181d wahrend der OSK-Reprogrammierung jeweils gebunden und
inhibiert werden, keine Gemeinsamkeiten aufweisen [2,133]. Somit kann trotz unterschiedli-
cher Zielgene beider miRNA-Familien die Hypothese aufgestellt werden, dass deren Effekte
letztlich auf ahnliche zelluldre Signalwege konvergieren und somit bei gleichzeitiger Trans-

fektion keinen Synergismus hervorrufen.

In der Tat konnte in unserer Arbeitsgruppe mittels in silico-Anreicherungsanalysen rechne-
risch eine Beeinflussung der Signalwege von E-Cadherin, Wnt, p53, TGFB und PI3K/Akt,
sowie der Prozesse Apoptose und Zellzyklusregulation durch beide miRNA-Familien ermit-
telt werden [2]. Von all diesen Signalwegen, auler dem von PI3K/Akt, ist bereits bekannt,
dass sie die Reprogrammierung regulieren [124,126,134,135], wahrend letzterer bis dato
nicht mit der Reprogrammierung in Verbindung gebracht worden war [2]. Exemplarisch
wurde daher nachfolgend die Bedeutung des Wnt/B-Catenin- und PI3K/Akt-Signalweges

wahrend der OSK-Reprogrammierung genauer untersucht.
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F 5 PI3K/Akt-Signalweg in der Reprogrammierung mit miR-294
und miR-181

Die Transfektion von miR-294 in der Frihphase der OSK-Reprogrammierung resultierte in
einer verstarkten Phosphorylierung von Akt unter IGF-1 Stimulationsbedingungen, was auf
ein erhéhtes Aktivitdtsniveau des PI3K/Akt-Signalweges hinweist. Dieser Effekt war offenbar
nicht allein auf eine veranderte Biosynthese des natlrlichen Akt-Inhibitors PTEN in den
Zellen zuriickzufiihren, da dessen Proteinexpression unter den Bedingungen nur leicht
vermindert war. Bezeichnenderweise trat der durch IGF-1 induzierte, stimulatorische Effekt
von miR-294 auf phospho-Akt nur nach vorherigem Aushungern der Zellen in serumfreiem
Medium auf. Dies lasst sich durch die in FBS enthaltenen Wachstumsfaktoren erklaren, die

ansonsten zu einer konstitutiven Aktivierung von Akt fiihren wirden.

Methodisch ist anzumerken, dass die hier vorgestellten Westernblot-Ergebnisse unter Ver-
wendung von Sekundarantikdrpern, die mit Infrarot-Fluorochromen gekoppelt waren, in ei-
nem dafur optimierten Scanner desselben Herstellers erfolgten. Die dynamische Messbreite
dieser Methode liegt deutlich héher und das Hintergrundsignal deutlich niedriger als bei der
ansonsten weit verbreiteten Chemilumineszenz, die auf der standardmafigen Bestimmung

von Schwarz-Werten beruht.

Mittels Westernblot gelang erstmals der Nachweis, dass miR-294 zur Aktivierung des
PI13K/Akt-Signalweges im Rahmen der OSK-Reprogrammierung beitragt. In weiterfiihrenden
Studien unserer Arbeitsgruppe flihrte die konstitutive Aktivierung von Akt in der
Initiierungsphase (Tag 2 — 8), nicht jedoch in der Maturationsphase (Tag 9 — 16), zu einer
deutlichen Steigerung der Reprogrammierungseffizienz [2], was die hier gezeigten Resultate

bestatigt.

Grundsétzlich kann die Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges vielféltige Reaktionen in Zel-
len auslésen, wie z.B. die Hemmung der Apoptose oder die Férderung der Zellproliferation
[71,86]. Auch in iPSCs ist der PI3K/Akt-Signaltransduktion fiir das Uberleben der Zellen es-

senziell, zumal eine Blockierung des Signalweges zur Apoptose fihrt [136].

Die in dieser Arbeit gezeigte, durch miR-294 induzierte, aber ausschliel3lich in der Friihphase
zu beobachtende Hochregulation der PI3K/Akt-Aktivitat, die mit der ebenfalls nur frih er-
reichbaren Verbesserung der Reprogrammierungseffizienz korreliert, l1asst den Schluss zu,
dass sich miR-294 (ber den PI3K/Akt-Signalweg letztlich insbesondere auf die in der
Initierungsphase dominierende MET auswirkt. Es ist bekannt, dass der durch ESCC-
mMiRNAs verursachte, stabilisierende Effekt auf die MET prim&r durch Hemmung der
Translation der mMRNA von TGFBR2 beruht [56]. Interessanterweise belegen mehrere

Studien in verschiedenen Modellorganismen eine inverse Beziehung zwischen aktiviertem
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PI13K/Akt-Signaling und der MET. In der Zebrafisch-Gastrulation beispielsweise kolokalisiert
aktiviertes Akt mit Aktin an der Fihrungsreihe der mesoendodermalen Zellen, welche eine
EMT, also den gegenteiligen zellularen Prozess, durchlaufen [137]. In humanen
Brustkrebszellen fuhrt die Hemmung des PI3K/Akt-Signalweges zur Aktivierung der MET,
begleitet von einer Reduktion von Snail1, Steigerung der E-Cadherin-Expression sowie einer
Verringerung der Invasivitédt und Proliferativitat der Zellen [138]. In Fibroblasten ist ein MET-
spezifischer antimigratorischer- und antiinvasiver Effekt von aktiviertem Akt belegt, wobei ein
Knockout von Akt1 in MEFs eine verringerte Zellmigration nach sich zog, das Ausschalten
von Akt2 jedoch den gegenteiligen Effekt zur Folge hatte [139]. Weiterhin zeigten Bissell und
Kollegen eine verringerte Motilitdt von Brustkrebszellen, welche aktivierte Akt1-lsoform
exprimierten [140]. Zusammenfassend scheint die Auspragung der unterschiedlichen
zellularen Effekte der PI3K/Akt-Signaltransduktion, zumindest in differenzierten Zellen, von
der jeweils betroffenen Akt-Isoform sowie dem Zelltyp abhéngig zu sein. So etwa stellten
auch Xue und Kollegen in einer umfassenden Ubersichtsarbeit heraus, dass die MET in
Fibroblasten durch Akt2 geférdert und durch Akt1 gehemmt wird, wéhrend die beiden Akt-
Isoformen in epithelialen Zellen und Tumoren umgekehrte Funktionen aufweisen [55]. In
humanen Fibroblasten wurde wahrend der OSK-Reprogrammierung mit ESCC-miRNAs

gezeigt, dass Akt1 am Tag 7 nach Transduktion signifikant reprimiert war [57].

Somit kann zusammenfassend postuliert werden, dass der férdernde Effekt von miR-294 auf
die Reprogrammierung u.a. auf einer Uber den PI3K/Akt-Signalweg vermittelten
Stabilisierung der MET in der Initiierungsphase beruht (Abb. 33).

F 6 Wnt/B-Catenin-Signalweg in der Reprogrammierung mit
miR-294 und miR-181

Bekanntermalien fiihrt eine Aktivierung von Akt zu einer Hyperphosphorylierung und damit
verbundenen Inaktivierung von GSK3[, einem negativen Modulator des Wnt/B-Catenin-
Signalweges. Dies wiederum resultiert in einer Aktivierung Wnt/B-Catenin-abhangig transkri-
bierter Gene und hat eine Hemmung der Apoptose sowie Férderung der Zellzyklusprogres-
sion zur Folge [141] (Abb. 33). Nach Transfektion von miR-294 und miR-181d ist die Aktivitat
des kanonischen Wnt/B-Catenin-Signalweges in der Frihphase der OSK-
Reprogrammierung um bis zu 14-fach erhéht. Dies bestatigt die von unserer Arbeitsgruppe
durchgefiihrten in silico-Studien, welche Wnt/B-Catenin-Signaling als putativen Ziel-
Signalweg herausarbeiten konnten [2]. Auffallig war, dass bei unseren Untersuchungen nach
Transfektion der Zellen, ob mit miR-294 oder miR-181, zwar die Reporteraktivitat bzw. der
Anteil nuklearen B-Catenins erhéht war, jedoch die Gesamtmenge des zelluldren -Catenins
um ca. 30% abnahm. Dies lasst auf einen hemmenden Einfluss der beiden miRNAs auf die

Biosynthese von B-Catenin oder eine Forderung des Abbaus von B-Catenin durch das
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Proteasom schlief3en, wobei es dennoch zu einer vermehrten Translokation des verblei-
benden Proteins in den Nukleus mit resultierender, erhdhter Signalwegsaktivitdt kommt. In
einer Studie, die ebenfalls die OSK-Reprogrammierung in MEFs untersuchte, konnte nach
Transfektion von ESCC-miRNAs auch eine erhéhte nukledre B-Catenin Konzentration
gezeigt werden, wobei in dieser Arbeit der gesamtzelluldre Anteil an [(-Catenin nicht

untersucht wurde [56].

Grundsatzlich Gberwiegen Hinweise, dass konstitutiv aktiviertes B-Catenin [42], oder auch
die Applikation niedermolekularer Inhibitoren fir GSK3(, durch Blockade des B-Catenin-
Degradationskomplexes die Reprogrammierung férdern [126,133,142]. In &hnlicher Weise
erhdht auch die Zugabe von I6slichem Wnt3a, dem wirksamsten Liganden zur Aktivierung
des Wnt/B-Catenin-Signalweges, die Reprogrammierungsrate [134], allerdings nur in der fri-
hen Initiationsphase [2]. In einer Studie von Vidal und Kollegen konnten murine Fibroblasten
durch Inhibition von TGF3, Aktivierung von Wnt/B-Catenin-Signaling und Zugabe von Ascor-
binsdure mit hoher Effizienz reprogrammiert werden [143]. Im Widerspruch dazu stehen
Berichte, wonach erhéhte Wnt/B-Catenin-Aktivitat in der Friihphase die Reprogrammierung
von MEFs inhibiert, in der Spatphase jedoch erhdht [144,145]. Die molekularen
Mechanismen der Beteiligung des kanonischen Wnt/B-Catenin-Signaling an der
Uberwindung der Initiierungsphase in der Reprogrammierung sind nicht abschlieBend
geklart und weisen wahrscheinlich auch Kontext-spezifische Unterschiede, abhangig von

Ausgangszelltyp und der Reprogrammierungstechnik, auf.

F 7 Fazit und Ausblick

Die Gewinnung und Modifizierung von iPSC-Linien ist insbesondere flir die translationale
Medizin bei der Erforschung und Therapie von Krankheiten von grof3er Bedeutung. Dabei
besteht die Gefahr der Reaktivierung retroviral-integrierter Transkriptionsfaktoren und der
Einschleusung genetischer Mutationen wahrend der retroviral-vermittelten Insertion
genetischen Materials [146]. Diese Gefahr wird versucht durch Entwicklung alternativer
Reprogrammierungsverfahren zu minimieren. So wurden Protokolle etabliert, die ohne
Uberexpression des potenten Onkogens MYC auskommen [66]. Dariiber hinaus gewann die
transiente, nicht-retroviral vermittelte Transfektion von miRNAs fiir die Reprogrammierung
an Bedeutung, zumal sie das Risiko unerwinschter Mutationen deutlich vermindert
[147,148].

Die eigenen Untersuchungen an MEFs belegen, dass die Transfektion von miR-294, aber
auch miR-181d die Effizienz der durch Oct4, Sox2 und Klf4 ausgelésten Reprogrammierung
signifikant erhéht, sofern die miRNAs wahrend der Initiierungsphase in die Zellen einge-
bracht werden. Dabei wird mit miR-294 eine Aktivierung des PI3K/Akt-Signalwegs
beobachtet, wahrend miR-294 und miR-181 das Wnt/3-Catenin-Signaling deutlich aktivieren.
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Aufgrund des Fehlens additiver oder synergistischer Effekte von miR-294 und miR-181d
scheint die Wirkung beider Signalwege tber ahnliche Zielgene funktionell zu konvergieren.
Dies belegen auch Folgestudien unserer Arbeitsgruppe, die zeigten, dass durch gleichzeitige
Aktivierung des PI3K/Akt- und Wnt/B-Catenin-Signalweges keine zusatzliche Verbesserung
der Reprogrammierungsrate zu erzielen war [2]. Die genauen, molekularen Mechanismen,
wie die Signalwege einzeln oder koordiniert agieren, um die Pluripotenz von Stammzellen
aufrechtzuerhalten oder adulte Zellen wieder in einen embryonalen Status zu-

rickzuversetzen, sind bislang noch wenig verstanden (Abb. 33).

Die Resultate der vorliegenden Arbeit belegen eindeutig, dass die Transfektion von miR-294
und miR-181d zu einer deutlichen Steigerung der OSK-Reprogrammierungseffizienz muriner
Fibroblasten fiihrt und dass die PI3K/Akt- und Wnt/B-Catenin-Signalwege an diesem Effekt
beteiligt sind.

Das bessere Verstandnis der molekularen Mechanismen, die der Reprogrammierung
zugrunde liegen, ist essenziell fiur die Entwicklung von Protokollen, die ohne die Integration
genetischen Materials in das Wirtsgenom und die damit assoziierten Risiken auskommen.
Studien konnten belegen, dass die Verwendung integrationsfreier Protokolle die Haufigkeit
genetischer Mutationen in humanen [149] und murinen [150] iPSCs und damit auch deren
Entartungspotential nach Differenzierung und autologer Reimplantation deutlich reduzieren.
Kurzlich gelang es, ein entsprechendes Protokoll fir humane Fibroblasten zu entwickeln,
das ausschlieBlich auf Transfektion modifizierter mRNAs sowie miRNA-Mimics zurlckgreift
und Erfolgsraten erzielt, die mit klassischen Reprogrammierungsprotokollen vergleichbar
sind [151]. Trotz dieser Anstrengungen muissen noch weitere Risiken fir die
Patientensicherheit bei der Herstellung von iPSCs Uberwunden werden [152], bevor diese

vielversprechende Technologie den Weg in die klinische Anwendung finden kann.
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