Aus der Abteilung fiir Klinische Chemie und Klinische Biochemie
Institut der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen

(Leiterin: Prof. Dr. rer. nat. Dr. med. habil. Marianne Jochum)

Induzierbare Genexpression in

humanen mesenchymalen Stammzellen

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultat der

Ludwig-Maximilians-Universitat zu Miinchen

Marei Drechsel

aus Miinchen

Miinchen 2008



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat

1. Berichterstatter:

2. Berichterstatter:

Mitberichterstatter:

Mitbetreuung durch den
promovierten Mitarbeiter:

Dekan:

Tag der miindlichen Priifung:

der Universitat Miinchen

Prof. Dr. rer. nat. Dr. med. habil. M. Jochum

Priv. Doz. Dr. F. T. Kolligs

Priv. Doz. Dr. P. Nelson

Prof. Dr. O. Steinlein

Dr. rer. nat. P. Neth

Prof. Dr. med. D. Reinhardt

08.05.2008



INHALTSVERZEICHNIS ——

A ZUSAMMENFASSUNG ceeveerssssnssseesssssnssssessssssssssssssssnssssssssssnssssssssssnnsnssssss 1
B EINLEITUNG uuuuuseeeeessesessssssssssnnnmsnsssssssssssssssnnnnnnnsssssssssssssssnnnnnnnsssssssnnsssnnn 2
5 Y 1 0 4] 3
B1.T DEIINITION ettt bbb 3
B1.2 StammzelldifferE@NZIEIUNG ...ttt s e s snsssssanees 4
B1.3 AdUITE STAMMZEIIEN ..ottt 5
B1.4 EMbryonale StammMZEIIEN ...ttt see e sses e esses st snees 6
B1.5 ThErap@ULISCNE ANSETZE ....ouceueeeeercerrerseeseeseessessessessessse s 7
B2 Transfektion von humanen mesenchymalen Stammzellen ......cocvveirccsssnssensensansas 8
B2.1 Lip0SOMal@r GENTIANSTRI ..o ieeeeeeeeecrerreesseesees e s 8
B2.2 Transiente TranSTEKLION ...ttt s e 8
B2.3 KOLraNSTEKLION oottt 9
B2.4 Stabile TransTeKLION. ... ettt see bbb 9
B2.5 Transfektion von Reporterplasmiden in hIMSC ... erneereeeceeseesseeseessessseesenenne 10
B3 Induzierbare GeNeXpPreSSiON..uuimmmsssssasssusssnsssssssnssssssasssasssssssnssssssssssasssasssnsssnsssnssnns 11
B3.1 Tetracyclin-abhangige GeNrequUIatioN..... s ssssssssessessenns 11
B3.2 Weiterentwicklung der induzierbaren GENEXPreSSION .......cucereerceureeeesreesseeeessessseseesseenns 13
B4 Der Transkriptionsfaktor POUSFT .....ccccciiomsssssmssmsssssssssssssssssssnssmssassssssssssssnssssssnss 15
B4.1 Eukaryotische GENregUIatioN ...ttt sesse st ssssessessessssssssssssessenns 15
B4.2 Genomische Struktur des Transkriptionsfaktors POUSFT ......coneeneeneenensseeeeeessennnee 15
B4.3 Proteinstruktur und Bindungseigenschaften des Transkriptionsfaktors POU5F1......... 16
B4.4 POU5SF1 als zentraler Requlator der PIUFIPOTENZ?........eeveecerreeeeecsseeeeseeseesessnesseseessneans 18
B5 Aufgabenstellung ... ccieossssrsmssmmsssssssssmssassssssssessssssssssmssmsssssssssnssmsssssssssnssmssassnnss 19

INHALTSVERZEICHNIS | |



C MATERIAL UND METHODEN ...uectessseressessessmsesssmsessanssssnssssnssessansessnnsssnns 20

O IV 1 (T T 1T 20
O O L C 1T - TP 20
C1.2 Materialien und SUDSTANZEN ...ttt ssesseeses s b ss s s sssasesans 21

C1.2.1T AlIgEMEINE MAteria@li€N....cuureerreeeeereeseeressesssesssessessessnsssessssssnsssesssssssessnessasssessssssnsssssssssssesssessnsaes 21
C1.2.2 SubStanzen flr die ZeIKUITUT o eeesectseeesecss s sseessesessessseesssssssessssessessssssssnssssesssees 22
CT.2.3 ZEITINIEN cetteeeeeeeeeeeeesseeesees e s s ses e s bR bbbt 22
C1.2.4 Chemikalien fiir die Molekularbiologie .......oeeeeeeermeermeeerseesseeceseeesseesssseessseessssesssesssens 23
C1.2.5 Bakterienstamme und NENIMEAIEN ......vceeeeereceereecereeesseeeeeees s seeessee s sssesssssssanas 24
C1.2.6 OlIGONUKIEOTIAR cvuvvevereeeseersseresseeeseesssesesseessssesesssessssssesssessssses s sss s sss st s sssses s ssssassanes 25
C1.2.7 PlaSMITE «.ouveeereeeereeemeeeseeceseseesseeesssesesseeesssesesseecessesesssesessesssssesessesessesessseses e ssssesssassssssssssesssssssssnes 25

57 1V 3 o Yo [ 31

O Yo [ (T =Yg Y o] [0 T T 31
C2.1.1 Anzucht und Stammhaltung voNn ESCAEIICRIA COliouuurrunrerreererrnerrserreeseessesssessesssesssesssesssenses 31
(2.1.2 Herstellung und Transformation kompetenter Zellen ... enecnseenneeesneensecnseeennees 31
C2.1.3 ElEKEIOPOratiON ccuuueeeseeeeeeeueeessecesseessse et seesssseses e ssssss s ses bbb ss e s 32
C2.1.4 Isolierung von Plasmid=DNA ........rereesreesseessesssessssssssssssssssssssesssessssssssssesssssssssssssssssssssnsases 33
C2.1.5 Reinigung, Konzentrierung und Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren........ 34
(2.1.6 Spaltung von DNA durch RestriktionsendonukI@aSEN ........weereeereeesmeeseesmessssesmsssnsssseesnes 35
C2.1.7 Agarose-Gel-Elektrophorese zur Trennung von DNA-Fragmenten .......eeereeeennee 36
C2.1.8 Isolierung von DNA aus AQaroSe-GeIEN ......coermeerrresimeesreesssssssesssessssssssssssssssssssssssssssesssnees 36
C2.1.9 Ligierung voNn DNA-FIragmMeNTEN .....reoeeeerereerresesssessesssessessnessssssssssesssssssssssssssssssssssssessssssseses 36
C2.1.10 Auffiillreaktion mit DNA-Polymerase | (KIENOW).....coowceermeeeeermerereeeeeesssesesseeeesssseeeesssseeesans 37
C2.1.11 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten .........cnmeneenmeneeessecssssesecsssesssesssessens 37
(2.1.12 PCR-AMpPIifikation VON DNA ...t seeesseeesssessssesessessssesssssessss s sessses s ssssessanes 38
C2.1.13 TOPO-TA-KIONIBIUNG wrvurreerreeeersreessnesseesssseseessssssesssssssssssssssssssssesssmssssassssssssssssssssssssssssssmssssssssnes 38
C2.1.14 DNA-SCUUENZIEIUNG cevvvrusrrersseerssseersseessssessssseesssesssssesssseessssesssssessssssssasesssssessasssssssesssssessssssssssassanes 39
C2.1.T5 RNA-ISOIAEION covutreerreeeeeeemeeeseeceseeesssecesseessssesesseecsssesesssesessesesssesesseasssssesssessssssesssesssssessssesssssessanes 39
C2.1.16 cDNA-Synthese fiir die quantitative RT-PCR ........coereereeereereressseessseessesssseesans 39
C2.1.17 QUaNntitative RT-PCR ... secerseerectseeessecesees et s sssscssssessessssesssesssssssssssssssssessssssssessasssssees 40

20 2 1 o0 Lo T <O 41
C2.2.1 Kultivierung und Konservierung von hIMSC........creneereseneessssssesesssesssessssessssesesanes 41
£2.2.2 TraNSTEKEION covuveeeeeeeeeceneeeseeesseeceseeessecessesssssesesseeessseses s cess s es s s es st n e sn e 43
(2.2.3 Toxizitdtsanalysen von Geneticin UNd DOXYCYCHIN .o eucureereceneeereceeeeseceseessecesseessess e 45
C2.2.4 Proliferationsstudien mMit CYQUANT® .......o.oooeeeeesseeersssssersssssesessssssessssssssssssssessssssseesseee 46
(2.2.5 Luziferase-AKtivitatSDeSTIMMUNG ..o sssesssssssesssnsssssssssssssssssssssssssnssssassanes 46
(2.2.6 CHO-Zellen als Kontrolle flir das Tet-0n-SySteM.......ccomemreemerrmeermesrmeseemesssesseessesssesssessnsses 47

O Y L1y A TS 0 T OO 47

INHALTSVERZEICHNIS | 11



D1 ToXiZitatSanalySeN ..uucissersssssssasssnsssnsssnssasssnsssnsssnssssssssssnsssnsssnssssssssssanssasssnsssnsssnsnnns 48
D11 DOXYCYCHN ettt s bbb s s e sns s s s s s s s s ss s ansees 48
D1.2 Dosis-Wirkungskurven von Geneticin bei NMSC.......eeeercrererrereeseeseeseseesesssessessesesnenns 48

D2 Generierung und Transfektion von Plasmiden mit Reportergenen.........cceecrueun. 49
D2.1 Generierung von Plasmiden mit REPOrtergenen .......eoreereeeneeseesseseeseesssesesssessesssesseenns 49

D2.1.T PEGFPLUC-TRESNEOZ.c. ieeereeeeeeneesneeeneeesseeesseesseesss s sessses s s s s essesssasessssesssasesssseees 49
D2.1.2 PLUCEGFP .eutreeeeerreeseeesssessnssssessssssseesssssssssssnsssssssssssssesssssssessssssssesssssssssssssesssassssssssmsssssssssssasesssassans 50
D2.2 Transiente Transfektion von Plasmiden mit Reportergenen ........neneenseeneenneenne 51
D2.2.1 Optimierung Uber EGFP-FIUOIESZENZ.......ccueeerreceeeeiseeersseeeseeessee s sssesssssessssessssesesnees 51
D2.2.2 Verifizierung Giber LUzZiferase-AKtiVItAt.....coerresreesnessresssssesssesssssssssssssssssssssssssssesssssssesneens 52

D3 Induzierbare Genexpression mittels des Tet-On-Systems .....c..ccueersersmssnssersessanas 53
D3.1 Validierung an CHO=ZEIIEN .....uceeereeecereeeetsecsseeeesssesesssesssesessssssesssssssssesssssssssssssssssssssessesans 53
D3.2 FBS-UNTEISUCNUNG ceuceeerereereereereeseesetssssessessessessessssssssssssessessessesssssssssssssssessessessesssssssssssssssssessenns 54
D3.3 Plasmid-Generierung zur regulierbaren GENeXPreSSioN. ... ereerseereesreereesseessesseesseenns 54

D3.3.T PTREZ2NYG-EGFP.....orreeeeeereeeresessesesssssssssessssssessessssssssssssssssesssssssssssssssssssessssssssesssssssssssssssssssssseses 55
D3.3.2 pTRE2hyg-POUSF1_iA bZW. ~POUSFT_iB....occeeuereeeeeremsrmseeessmssssessssssssssesssssseseesssssssssssssssssseess 55
D3.4 Transiente TranSTEKLIONEN ...ttt ses st 56
D3.4.1 Optimierung der Transfektion vON PTEt=0N......erenreenmeeneeeeceneeesecsssessesssesssessseesseeens 56
D3.4.2 Kotransfektion von pTet-On und pTRE2NYG-LUC...cceneermeerereissesmseeesseesssesessneeeseees 58
D3.4.3 Kotransfektion von pTet-On und pTRE2hyg-EGFP ... 59
D3.5 Stabile Transfektion VON PTEE-0N.....ccrreererseereersesssesssessssesssesssesssessssssssesssesssssssssssesanes 60
D3.5.1 Transfektion und Selektion von pTet-On stabil transfizierten hMSC.....ooceoveeereerereeereeenne 61
D3.5.2 Klonale Expansion und selektive TrypSini@ruNng. . eceeeeeeemseessssesssessssessssesesssesssseees 61
D3.5.3 Test auf Expression bzw. Funktionalitdt des Transaktivators riTA .......onenncnnenn. 62
D3.5.4 Kryokonservierung und Subkultivierung von pTet-On stabilen hMSC .......cocnvenreenecenn. 63

INHALTSVERZEICHNIS | I1]



D4 Induzierbare Genexpression Mit P2iNT ..cccceeeesersmsssssssssessmssssssssnssasssssssssnssassssssnss 64

D4.1 Generierung des VEKLOrs P2iNT ... ereeuereeesesssessessssesssesssessssesssesssessssssssssssesssesssessssessnes 64
D4.1.1 Generierung Von pTet=0N=P & st ssass s sssssses 66
D4.1.2 Generierung von pCR2.1-TOPO-P__  ~MTA-POIYA....rrerrertssrscesssssssssssesssssssssssnens 66
D4.1.3 Generierung von pTRE2hyg-AXA0l 5392 ......rerreerrereeereeseeeseesseeesesssessssessessssssssssssessnas 67
D4.1.4 GENEIIErUNG VON P2INT coeerreereeeeesressseessssssmssssssssssssssssssssessssssssasssssssssssssssssassssssssasssssssssssasssssnssans 68
D4.1.5 Generierung VON P2iNT-LUC. . eeeerreerseeessessssessessssesssssesssesssssesssssessssesssssessssssssasessssnees 69

D4.2 Transiente Transfektion VON P2inT-LUC ...eeereererseereessesssenssesssesssesssesssesssssssssssesanes 70

D5 Expression des Trankriptionsfaktors POUSFT_iA .....cccccmsmsssssmssmssssssssnssassasssnssess 72

D5.1 Generierung VON PlaSmMiGeN ......ouceerercennesseenessesssesssesssssesssesssssesssssssssssssssssesssssssssssssssesans 72
D5.1.1 Generierung von p-POUSF1_iA bzw. POU5F1_iB-IRES-N€02......covcrrrerrreerreerrerecrreensecenne 72
D5.1.2 Generierung von pcDNA3.1-POUSF1_iA bzw. POUSF1_iB ...ccoecureerecerreereerseeeceseensecenne 72
D5.1.3 Generierung von p-POUSF1_iA- bzw. POUSF1_iB-IRES-EGFP........ooeorrerrrerecrrnerreerrncenne 73

D5.2 Transiente TranSTEKLION ...ttt 74
D5.2.1 Optimierung der TranSTEKLION ... eeeerreeraeeessreessseesseesssesssssesssessssssessssessssessssssssssesssasesesssees 74
D5.2.2 Expressionskontrolle tiber quantitative RT-PCR.........coenmeennecesneessesesssesssesessseeesseees 74
D5.2.3 Proliferationsverhalten von POUSF1_iA-transfizierten hMSC ... 76

INHALTSVERZEICHNIS | IV



E DISKUSSION cuuusssansssussssnsssassssnsssnssssnssssnsssassssnsssassssnsssnssssassssssssassssnsssans 77

E1 Transfektion in hIMSC ... ccrrcrscerssssssssssss s ssssssssssssssssssmssssssssssssssmsssnsssnsssnenes 77
E1.1 LipoSOMaler GENTIANSTRN ...ttt sses e sssssessssssssss s ssssssssnsssnsssssans 77
E1.2 Transiente TranSTEKLION ... esseeseese e ses s ssses s 79
o IR = oY1 [ = AT Qo OO 82
E1.4 Einsatz biciStroniSCher VEKLOIEN ... et seeeeseeeesseesesseesse s sssssssssssse s 84

E2 Induzierbare GeNeXPreSSiON uumusemssssssssanssasssssssssssnssasssasssnssssssssssnsssasssnsssnsssnssanssnns 85
E2.1 Angewandte Methoden zur Geninduktion in hMSC.....ererererrreereeseseeee e 85

E2.1.1 Induzierbare Genexpression in hMSC mittels transienter Kotransfektion .......ccccoeeen.. 85
E2.1.2 Induzierbare Genexpression in pTet-On stabil transfizierten hMSC......ooooeneenreenecnnn. 85
E2.1.3 Induzierbare Genexpression in hIMSC Mt P2INT ..ceeceeeesrmeeeeeesssessseessseesssesesseseseees 86
E2.2 Vergleich der angewandten Methoden fiir induzierbare Genexpression.........cc.oeeveeee. 88
E2.2.1 UNSPeZifiSChe AKLIVITAT. ... ieeereerueresreerseresseesseesssessssesssesssssessssssesssss s ssasessssssssssssssasessssees 88
E2.2.2 MaxXimale INAUKLION ..couieeeceeeeeeeeeese et seesssessse s ssssessess s sesssse s ssses s s sssse s ssssssnns 90
E2.2.3 Tetracyclin als Induktor der GENEXPrESSION .....ccceceueeeseeessreermsesesssesssssesssesssssessssssssssessssseees 91
E2.2.4 Dosisabhdngige Luziferase-EXpreSSion ... eeereseessecesesssessessesssessseesssesssessasesans 92
E2.2.5 Effekte des TranSaktiVators ... eceseesecsseessesesessseessss s ssssssessssessseesssesssssssssssssenns 93
E2.2.6 Verhaltnis des Transaktivators Zu TRE ... ssssssesssessessseens 93
£2.2.7 FOIGEIUNGEN .eueereeeeeeeeeeereesesseessesssessnsssssssesssessnessesssesssessnsssssssssssesssessssssesasessssssssssessssssnsssasssssanessnsens 94

E3 Expression des Trankriptionsfaktors POUSF1_iA in hMSC......cccueremsmssssessessanas 95
E3.1 Basale Expression des Transkriptionsfaktors POUSF1 in hMSC........oeeereenrenrerncrneenenne. 96
E3.2 Auswirkungen der Transfektion des Transkriptionsfaktors POU5F1 in hMSC................ 97
E3.3 Die Interaktion von POUSFT mit anderen Faktoren...... e ceneenecneeseeneesseesesseeereenne 97

AN o 98

G LITERATURVERZEICHNIS aeeeererssssnnmesssssssnnmssessssssnsssssssssnnssssessssnnnnsssssssnnns 99

DANKSAGUNG . uuunnnmmnessssssssssssssssnnnmmssssssssssssssssssnnnnnnssssssssssssssssnnnnnnnnsnnes 115

LEBENSLAUF wuuuussssssssssssssssssssssssnnnnssssssssssssssssssnnnnnnnssssssssnssssssnnnnnnnnnnsnns 116

INHALTSVERZEICHNIS | V



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

5-UTR
Amp
APH
AS

BD

bp
BSA
cDNA
CHO

CMV
ColE1 ori
C-terminal
DMEM
DMSO
DNase
dsDNA

E. coli
EDTA
EGFP
ES-Zellen
f1 ori
FACS

FBS
GAPDH
GFP

H. simplex
HEK
Hela-Zellen
hMSC
HSC

ICM

IE

IPTG

IRES

Kan

kb

lacZ
MAPC
MCS

5'-untranslatierte Region

Ampicillin-Resistenz-Gen (B-Lactamase)
Aminoglykosid-3"-Phosphotransferase

Aminosaure(n)

Bindedomane(n)

Basenpaar(e)

Serumalbumin vom Rind (bovine serum albumin)
komplementére DNA (complementary DNA)

Tumorzelllinie aus Ovarien chinesischer Hamsterweibchen
(chinese hamster ovary)

Cytomegalovirus

E. coli Plasmid Replikationsursprung

carboxyterminal

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonuklease

doppelstrangige DNA

Escherichia coli

Ethylendiamintetraacetat

enhanced green fluorescent protein, verstarkte Variante von GFP
embryonale Stammzellen (embryonic stem cells)

single strand origin of replication

fluorescence activated cell sorting

fotales Kalberserum (fetal bovine serum)
Glyercinaldhyd-3-phosphat-Dehydrogenase

green fluorescent protein, »griin fluoreszierendes Protein«
Herpes simplex

humane embyonale Nierenzelllinie (human embryonic kidney)
humane Zervixkarzinom-Zelllinie

humane mesenchymale Stammzellen (human mesenchymal stem cells)
hdamatopoetischen Stammzellen (hematopoietic stem cells)
innere Zellmasse (inner cell mass)

immediate early

Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid

internal ribosomal entry site

Kanamycin

Kilobasenpaarf(e)

3-Galaktosidase-Gen aus E. coli

multipotent adult progenitor cells

multiple cloning site

ABKURZUNGSVERZEICHNIS | VI



MHC Haupt-Histokompatibilitdtskomplex-Locus
(major histocompatibility complex)

mRNA messenger-RNA
MSC mesenchymale Stammzellen (mesenchymal stem cells)
Neo Neomycin
NT (ES-Zellen)  nuclear transfer (ES-Zellen)
N-terminal aminoterminal
Oct Oktamer-Bindeprotein (octamer binding protein)
0D, optische Dichte bei 600 nm
ori origin of replication
PBS Phosphat-gepufferte Salzlosung (phosphate-buffered saline)
P.ow humaner Cytomegalovirus immediate early Promotor
PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
P owves Promotor bestehend aus P_ .., und TRE
PI-FDA Propidiumiodid/Fluoresceindiacetat
hey Minimalversion des P, ,,
PolyA Polyadenylatkette
POU Pit-2, Oct-1 oder Oct-2, Unc86
POUh POU-Homdodomane
POUs POU-spezifische Domane
POU5F1 Oktamer-Bindeprotein 4 (octamer binding protein 4),
OCT-3, OCT-4, OCT-3/4, OTF3, OTF4, OTF3-RS7, OTF3G, NF-A3
pUC ori E. coli Plasmid-Replikationsursprung
RE Restriktionsendonuklease(n)
RNA Ribonukleinsdure (ribonucleic acid)
RNase Ribonuklease
rRNA ribosomale RNA
RT-PCR real time-PCR bzw. Reverse Transkriptase-PCR
rtTA revers Tetracyclin-abhédngige Transaktivator
SOX2 SRY-box containing gene 2
SvV40 Simian Virus 40
TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer
Taq Thermophilus aquaticus
tetO TetR-spezifischer Operator
TetR Tetracyclin-empfindlicher Repressor
TRE tet response element
Tris Tris-hydroxymethyl-aminoethan
tRNA transfer RNA
tTA Tetracyclin-abhangiger Transaktivator
tTS Tetracyclin-abhangiger Repressor
v/v Volumen pro Volumen
VP16 Transaktivierungsdomane des Herpes simplex Virus
X Verdau mit Restriktionsenzymen
X-Gal X-Galactose
ZNS Zentrales Nervensystem

ABKURZUNGSVERZEICHNIS | VII



Kapitet A —

A ZUSAMMENFASSUNG

Die genetische Modifikation von humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSC) — wie z. B.
die in der vorliegenden Promotionsarbeit beschriebene induzierbare Genexpression — gilt als
viel versprechendes Mittel, um komplexe molekulare Steuerungsmechanismen zu verstehen.
Zudem konnte sie genutzt werden, die begrenzten Stammzelleigenschaften von hMSC hin-
sichtlich des Differenzierungspotentials sowie der Selbsterneuerung zu erweitern.

Fiir die praktische Durchfiihrung des Forschungsprojektes wurden zundchst Reporterplasmide
mit »griin fluoreszierendem Protein« (GFP) und Luziferase generiert, um anschlieBend durch
Variation der DNA- und Transfektionsreagenzkonzentrationen die optimalen Bedingungen fiir
die transiente und stabile Transfektion durch liposomalen Gentransfer zu ermitteln. Mittels
Toxizitatsanalysen wurden die Antibiotika-Konzentrationen bestimmt, die fiir eine Selektion
von stabil genetisch veranderten hMSC vonndten waren.

Fiir die induzierbare Genexpression wurde das Tet-On-System herangezogen. Das ibliche
Protokoll sieht daflir zwei aufeinander folgende stabile Transfektionen mit den Plasmiden
pTET-On und pTRE2hyg-Luc, jeweils gefolgt von klonaler Expansion, vor. Nach der ersten
liposomalen Transfektion von pTet-On mit Expansion und funktioneller Testung des Trans-
aktivators erwies sich ein weiteres Vorgehen analog des Protokolls aufgrund der begrenzten
Proliferationseigenschaften von hMSC als duBerst schwierig. Deshalb wurden in dieser Arbeit
zwei Alternativstrategien entwickelt:

Zum einen konnten mit einer transienten Kotransfektion der o. g. Plasmide gute Regulations-
eigenschaften erzielt werden. Zum anderen wurde das Plasmid p2in1 generiert, welches die
zentralen Elemente der beiden o. g. Plasmide auf einem Vektorsystem vereinigt. Durch die
Transfektion dieses Plasmids wurde die induzierbare Genexpression in hMSC wesentlich ver-
einfacht. Die Prifung des Plasmids p2in1 mittels des Luziferase-Reportergens zeigte, dass in
hMSC grundsatzlich eine induzierbare Genexpression mdglich ist, die zudem durch die Kon-
zentration des Induktors Doxycyclin dynamisch requliert werden kann.

Im letzten Teil der Arbeit wurde die Funktion des Transkriptionsfaktors POU5SF1 in hMSC
untersucht. POU5F1 gilt als zentraler Vermittler von Pluripotenz in embryonalen Stammzellen
(ES-Zellen), und auch in adulten Stammzellpopulationen konnte seine Expression mit der
Aufrechterhaltung des Stammzellcharakters assoziiert werden. Somit konnte das Fein-
justieren der POU5F1-Expression durch ein regulierbares Genexpressionssystem dazu bei-
tragen, in ex vivo expandierten hMSC das Stammzellpotential ldnger aufrecht zu erhalten
bzw. zu erweitern. Erste Expressionstests von POU5F1 bestatigen die Wichtigkeit dieses
Transkriptionsfaktors hinsichtlich des Proliferationsverhaltens von hMSC.

Zusammenfassend weisen die erzielten Ergebnisse darauf hin, dass die genetische Modifika-
tion von hMSC — insbesondere durch regulierbare Genexpressionssysteme — zum lang-
fristigen Ziel beitragen konnte, Patienten-spezifischen Zell- und Gewebeersatz zu generieren.
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Kapiter B —

B EINLEITUNG

Der nachfolgend beschriebenen Promotionsarbeit liegt die langfristige Zielvorstellung eines
weiterfiihrenden Forschungsprojektes zugrunde, durch genetische Modifikationen von
humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSC) mittels requlierbarer Genexpression letztlich
einen Patienten-spezifischen Zell- und Gewebeersatz generieren zu kénnen.

In diesem Kontext werden daher zundchst einige wesentliche Grundlagen dargestellt hin-
sichtlich der Charakteristika und moglichen therapeutischen Anwendungen von Stammzellen
sowie von effizienten Transfektions- und Genexpressionssystemen einschlieBlich des fiir
unser Forschungsvorhaben zentralen Zielparameters der Transgenexpression, ndmlich des
Transkriptionsfaktors POU5SF1, eines putativen Vermittlers der Pluripotenz von embryonalen
Stammzellen.
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B1 STAMMZELLEN

B1.1 Definition

Die Definition des Begriffes »Stammzelle« erfolgt in der Literatur nicht einheitlich. Die beiden
wichtigsten Kriterien, die jedoch allen Begriffsbestimmungen zugrunde liegen, sind die Fahig-
keit zur Selbsterneuerung sowie die Differenzierung in mindestens einen spezialisierten Zell-
typ (Grafi and Avivi, 2004; Smith, 2006). Des Weiteren wird gefordert, dass Stammzellen in
der Lage sein missen, ein Gewebe in vivo funktionell zu rekonstituieren (Lakshmipathy and
Verfaillie, 2005). Solche Stammzellen finden sich in vielen Organen des adulten Korpers. Sie
dienen sowohl der Gewebehomdostase im gesunden Organismus als auch der Regeneration
von defektem Gewebe (Mimeault and Batra, 2006). Handelt es sich dabei um Stammzellen,
welche lediglich in einen Zelltyp differenzieren, werden diese als unipotent bezeichnet. Hier-
von abgegrenzt werden multipotente Stammzellen, die in der Lage sind, mehrere Zelltypen
hervorzubringen. Diese Zellen kdonnen aus den verschiedensten adulten Geweben isoliert
werden. Pluripotente Stammzellen hingegen, welche die Fahigkeit besitzen, in alle drei Keim-
blatter zu differenzieren (Tab. 1) und damit die Gber 200 Zelltypen des Kérpers zu bilden,
konnen nicht aus adultem Gewebe isoliert werden, sie sind vielmehr embryonalen Ursprungs
(Thomson et al., 1998). Als totipotent wird eine befruchtete Eizelle bezeichnet, aus der
sowohl alle Zellen des Kdrpers als auch der Trophoblast hervorgehen. Letzterer ist flir die
Nidation und somit fiir das Uberleben des sich entwickelnden Embryos unabdingbar
(Lakshmipathy and Verfaillie, 2005).

Tab. 1 Die drei Keimblatter des Siugetierorganismus und die sich daraus entwickelnden Strukturen
(verdndert nach www.embryology.ch).

Entoderm Mesoderm Ektoderm
Verdauungstrakt Knochen Haut
Leber Skelettmuskulatur Nervensystem
Pankreas Bindegewebe Sinnesorgane
Schilddriise glatte Muskulatur der Eingeweide
Thymus Herz
Atmungstrakt BlutgefaBe, Blutkdrperchen
Harnblase Milz
Harnréhre Lymphknoten, LymphgefaBe

Nieren

Keimdriisen, inneres Genital

EINLEITUNG | 3



B1.2 Stammzelldifferenzierung

Bisher galt das klassische Paradigma der Stammzelldifferenzierung [(1) in Abb. 1], dessen
Vorbild das hdamatopoetische System ist: Aus einer undifferenzierten Stammzelle, die sich
selbst erneuert, gehen multipotente Progenitorzellen hervor, daraus weitere — in ihrer Potenz
eingeschrankte — Vorlduferzellen, aus denen schlieBlich die entsprechende terminal differen-
zierte Zelle entsteht (Bryder et al., 2006). Mit der Entdeckung der keimblattiibergreifenden
Differenzierung von Stammzellen wurde dieses hierarchische System revolutioniert (Blau et
al., 2001). Diskutiert werden in der aktuellen Literatur vier alternative Wege, die diese
Plastizitat erkldren kénnten (Martin-Rendon and Watt, 2003) (Abb. 1):

Die Transdetermination (2) beschreibt einen Prozess, bei der eine Stamm- bzw. Vorliuferzelle
zu einer anderen Stammzelle umprogrammiert wird und deren Fahigkeit zur Bildung anderer
Vorlauferzellen annimmt. Bei der Transdifferenzierung (3) kann eine schon differenzierte Zelle
den Phanotyp einer anderen differenzierten Zelle erhalten. Ein in vitro gut untersuchtes Bei-
spiel dafiir ist die Differenzierung von Pankreas- in Leberzellen (Tosh et al., 2002). Die
Dedifferenzierung (4) stellt eine weitere Moglichkeit der Zelldifferenzierung dar. Dabei ver-
liert eine Vorlduferzelle zundchst ihren urspriinglichen Differenzierungsstatus, woraufhin sie
in eine andere Vorlauferzelle differenziert. So wurde z. B. gezeigt, dass die Zellen des
Knochenmarks sich schrittweise zu Vorldufern von Muskelzellen, sog. Satellitenzellen, und
anschlieBend zu mehrkernigen Muskelfasern differenzieren kdnnen (LaBarge and Blau, 2002).
Die letzte Mdglichkeit besteht in der Fusion einer Stammzelle mit einer ausdifferenzierten
Zelle (5), woraus ebenfalls differenzierte Zelltypen — allerdings mit verandertem Karyotyp —
entstehen konnen. Dies konnte sowohl in vitro (Terada et al., 2002; Song and Tuan, 2004) als
auch in vivo nachgewiesen werden (Wang et al., 2003).

Differenzierte Zelle
mit verandertem Karyotyp

Differenzierte Zelle Stammzelle

Vorladuferzellen

ﬁ% Differenzierte Zellen
TTE
Ol

Abb. 1 Das klassische, auch als hierarchisch bezeichnete Modell (1, durchgezogene Pfeile) der Differenzierung
adulter Stammzellen und alternative Modelle (gestrichelte Pfeile) der Stammzelldifferenzierung.
(2) Transdetermination; (3) Transdifferenzierung; (4) Dedifferenzierung; (5) Zellfusion.
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B1.3 Adulte Stammzellen

Adulte Stammzellen kommen in den verschiedensten Geweben und Organen des Sdugetier-
Korpers vor und vermitteln dort die gewebespezifische Organregeneration (Korbling and
Estrov, 2003). Die sicherlich am besten charakterisierte Stammzellpopulation bilden die
hamatopoetischen Stammzellen (hematopoietic stem cells, HSC). lhre Fahigkeit zur Erythro-,
Leuko- und Trombopoese ist seit der Entdeckung der HSC (Siminovitch et al., 1963; Wu et al.,
1968) bis heute Gegenstand intensiver Forschung (Bryder et al., 2006). Das Knochenmark,
welches als Nische der HSC dient (Zhang et al., 2003), beinhaltet dariiber hinaus weitere
Stammzell- und Progenitorpopulationen (Herzog et al., 2003) wie z. B.endotheliale
Progenitorzellen (endothelial progenitor cells, EPC) und deren Vorlaufer, die sog. Himangio-
blasten (Bailey et al., 2004).

AuBerdem finden sich hier die mesenchymalen Stammzellen (marrow stromal cells oder
mesenchymal stem cells, MSC) und eine Untergruppe, die sog. multipotent adult progenitor
cells (MAPC). Die Entdeckung letzterer trug wesentlich zur oben beschriebenen Revision des
klassischen Modells der Stammzelldifferenzierung bei. So kann diese adulte Stammzell-
population sowohl in mesodermale und neuroektodermale als auch in entodermale Zelltypen,
d. h. keimblattiibergreifend differenzieren (Jiang et al., 2002a). Diese Eigenschaft wird auch
als Plastizitat bezeichnet.

Humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) wurden erstmals vor liber 30 Jahren beschrie-
ben (Friedenstein et al., 1976). Eine wesentliche Erkenntnis dieser Arbeit bestand darin, dass
eine kleine Fraktion von Stammzellen aus dem Knochenmark iiber die selektive Adhdrenz an
Plastik aufgereinigt und expandiert werden kann. Inzwischen wurden hMSC auch aus Fett-
gewebe (Zuk et al., 2002) und fetaler Lunge (in't Anker et al., 2003) isoliert. Ferner wurde
nachgewiesen, dass sich diese Zellen in vitro und in vivo in Osteoblasten, Chondrozyten und
Adipozyten differenzieren lassen (Friedenstein et al., 1987; Pittenger et al., 1999). AuBerdem
kann sich diese Stammzellpopulation in Muskelgewebe differenzieren (Ferrari et al., 1998).
Entsprechend finden sich hMSC nach Infusion in vivo in vielen Geweben wieder (Devine et al.,
2003).

hMSC grenzen sich von hamatopoetischen Stammzellen durch die Abwesenheit der hdmato-
poetischen Stammzellmarker CD 45 und CD 34 ab. Sie sind positiv fiir CD 90 (Thy-1), CD 105
(Endoglin, SH2), CD 106 (VCAM-1), SH3 und STRO-1 (Pittenger et al., 1999).

Wenngleich zwar eine Differenzierung der hMSC in verschiedene mesodermale Richtungen
initiiert werden kann, so sind weder die hMSC selbst als Ausgangspunkt der Differenzierung
noch die molekularen Mechanismen, die diese Differenzierung steuern, ausreichend charak-
terisiert (Vaananen, 2005). Somit sind grundlegende Untersuchungen vor dem therapeu-
tischen Einsatz unerl3sslich (Polak and Bishop, 2006).
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B1.4 Embryonale Stammzellen

Wie in Abschnitt B1.1 beschrieben zeichnen sich embryonale Stammzellen (embryonic stem
cells, ES-Zellen) durch das Potential aus, alle Zelltypen des Kérpers hervorzubringen. Diese
Zellen und daraus abgeleitete diverse Gewebe auch in vitro durch entsprechende Bedin-
gungen wie z. B. durch Zugabe von Zytokinen herzustellen, ist Gegenstand derzeitiger Unter-
suchungen. Ein prominentes Beispiel hierfiir stellt die Generierung von Eizellen und Spermien
aus ES-Zellen dar (Surani, 2004; Ko and Scholer, 20086).

Die ersten murinen ES-Zellen wurden vor iiber 25 Jahren aus der inneren Zellmasse einer
Blastozyste gewonnen (Evans and Kaufman, 1981). Humane ES-Zellen wurden im Jahr 1998
zum ersten Mal isoliert (Thomson et al., 1998) und stehen seitdem in der 6ffentlichen Diskus-
sion (Gruen and Grabel, 2006). Um Individuen-spezifische ES-Zellen zu generieren, gibt es
derzeit im Tiermodell die Mdglichkeit des Kerntransfers (nucleus transfer technique). Dafiir
wird einer entkernten Eizelle der Kern einer Korperzelle injiziert, und anschlieBend werden
aus der sich entwickelnden Blastozyste die ES-Zellen gewonnen. Derartige embryonale
Stammzellen werden als nuclear transfer (NT) ES-Zellen bezeichnet (Meissner and Jaenisch,
2006). GroBes Aufsehen (Phimister and Drazen, 2004; Kennedy, 2004) erregte die Behaup-
tung der Gewinnung humaner NT ES-Zellen (Hwang et al., 2004; Hwang et al., 2005), die ein
halbes Jahr spater widerrufen wurde (Kennedy, 2006). Eine weitere Ressource von ES-Zellen
ergibt sich aus lberzdhligen Embryonen nach in vitro-Fertilisation sowie aus Embryonen, die
gezielt zur Durchfiihrung einer Praimplantationsdiagnostik hergestellt worden sind. Dabei
lasst man das befruchtete Ei in vitro bis zum Achtzellstadium heranreifen. Bisher wurde dann
eine dieser acht Zellen entnommen, ohne dabei den Embryo zu schadigen, um diese auf
genetische Pradispositionen zu untersuchen. Dieselbe Strategie kann jetzt auch dazu verwen-
det werden, um aus einer Zelle eine genetisch identische Blastozyste und daraus wiederum
eine embryonale Stammzelllinie zu generieren (Chung et al., 2006).

Dem therapeutischen Potential von humanen ES-Zellen stehen neben ethischen auch soziale,
juristische, medizinische und finanzielle Bedenken gegeniiber (Gruen and Grabel, 2006; Daley
et al., 2007). Ohne Zweifel aber fiihrte und fiihrt die Forschung an ES-Zellen zu wichtigen
Erkenntnissen im Hinblick auf die Charakterisierung der Stammzellen und insbesondere der
molekularen Regulationsmechanismen, die der Selbsterneuerung und der Differenzierung
zugrunde liegen. So konnte z. B. durch die Identifikation von Faktoren, die den Stammzell-
charakter aufrechterhalten, die bislang aufwandige Kultivierung von ES-Zellen vereinfacht
werden (Ying et al., 2003) (s. B4 und E3). Dariiber hinaus sollen diese Erkenntnisse grund-
legende Prinzipien aufdecken, die vor allem fiir die Entwicklung von Therapien von Interesse
sind (Polak and Bishop, 2006). ES-Zellen gelten somit als individuell maBgeschneidertes
Allheilmittel mit bisher ungeahnten Maoglichkeiten. Seit Jahren schwelt der unverséhnliche
Konflikt um den schmalen Grat zwischen ethischen Bedenken und wissenschaftlichem Fort-
schritt, um die Grenzen der Machbarkeit und den Beginn menschlichen Daseins — ohne Aus-
sicht auf eine baldige Losung (Schelp, 2007).
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B1.5 Therapeutische Ansatze

Der Einsatz hamatopoetischer Stammzellen im Rahmen von Knochenmarkstransplantationen
ist seit langem als Therapieform vieler maligner und nicht-maligner Erkrankungen des Blut-
systems etabliert. Wie viele experimentelle Studien zeigen, birgt auch die Anwendung
anderer Stammzellen ein hohes therapeutisches Potential, vor allem im Hinblick auf die
Geweberekonstruktion, dem sog. tissue engineering (Mimeault and Batra, 2006). Prinzipiell
unterscheidet man hier die Mobilisation kdrpereigener Zellen von der systemischen Injektion
oder Transplantation von Stammzellen. Die beiden letztgenannten Methoden kdnnen in
Kombination mit einem Gentransfer eingesetzt werden, um z. B. genetische Erkrankungen zu
heilen (Krebsbach et al., 2003). Eine neue Mdglichkeit der Heilung von Gendefekten konnte
die Arbeitsgruppe von R.Janisch im Mausmodell zeigen. Dafiir wird der Kern einer
somatischen Zelle in eine entkernte Eizelle gebracht, um daraus Individuen-spezifische ES-
Zellen zu generieren. In diesen wird der Gendefekt via Gentransfer repariert, anschlieBend
werden die Zellen entsprechend differenziert und reimplantiert (Rideout et al., 2002).

Insbesondere hMSC geraten zunehmend in den Fokus vieler Grundlagen- und Anwendungs-
orientierter Forschungsanstrengungen. Vor allem ihre Differenzierungsfahigkeit, gepaart mit
der ethisch unbedenklichen Gewinnung aus dem Knochenmark machen hMSC zu einem
groBen Hoffnungstrager im klinischen Einsatz. Hierbei gewinnt die therapeutische Gewebe-
rekonstruktion, welche unter anderem die Herstellung von Knochen- und Knorpelgewebe
umfasst, immer mehr an Bedeutung (Bianco and Robey, 2001).

In der Kardiologie fiihrte die Transplantation autologer Stammzellen des Knochenmarks, die
nach Myokardinfarkt intrakoronar oder infarktnah appliziert wurden, in einer Phase I-Studie
zu einer Verbesserung klinisch messbarer Parameter (Strauer et al., 2002; Stamm et al.,
2003). Allerdings ist umstritten, ob diese positiven Effekte auf eine tatsichliche Differenzie-
rung von Stammzellen aus dem Knochenmark (wie z. B. HSC) in Kardiomyozyten zuriickzu-
fiihren sind (Balsam et al., 2004; Murry et al., 2004). Ausgehend von diesen Ergebnissen wird
— nicht nur im Zusammenhang mit dem Einsatz von Stammzellen bei Myokardinfarkt — vor
zu friihen Hoffnungen auf eine verbesserte Patientenversorgung gewarnt (Chien, 2004).

Ein weiteres Anwendungsgebiet von Wissen um die Stammzellbiologie liegt in der Ubertrag-
barkeit auf die Tumorbiologie. Das tiefere Verstandnis der molekularen Steuerungsmechanis-
men zeigt immer deutlichere Zusammenhdnge zwischen Tumorzellen und Stammzellen
(Jordan et al., 2006). Die Maglichkeit der Transformation von Stammzellen in sog.
Tumorstammzellen wurde unlédngst als eine der wesentlichen Ursachen fiir die Resistenz
gegen Tumortherapien erkannt. Dabei stellen genetische bzw. epigenetische Veranderungen
die Grundlage fiir unbegrenzte Proliferation, abweichende Differenzierung und fehlende
Apoptose dar (Mimeault and Batra, 2006). Neue Therapieoptionen beabsichtigen, Schliissel-
molekiile in Signaltransduktionskaskaden zu inhibieren, welche bei der Transformation von
Stammzellen in Tumor(stamm)zellen beteiligt sind. Hierbei kommt der therapeutischen Ein-
flussnahme des WNT/B-Catenin-Weges eine besondere Bedeutung zu (Reya and Clevers,
2005; Neth et al., 2006).
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B2 TRANSFEKTION VON HUMANEN MESENCHYMALEN STAMMZELLEN

B2.1 Liposomaler Gentransfer

Transfektion beschreibt die Methode, zellfremde DNA in eukaryotische Zielzellen auf physika-
lischem (z. B. Elektroporation) oder chemischem (z. B. Calciumphosphat-Prazipitation,
Lipofektion) Weg einzubringen. Die konstitutive oder induzierbare Expression erfolgt ent-
weder zur Produktion groBer Mengen von rekombinanten Proteinen, zur Charakterisierung
einzelner Genfunktionen bzw. -mutationen im Hinblick auf den Zellmetabolismus sowie zur
transienten oder permanenten Veridnderung des zelluldren Phinotyps (Colosimo et al., 2000).
Die Transfektion ist eine wichtige Alternative zur viralen Gentransduktion (Glover et al.,
2005), die zwar haufig mit einer héheren Effizienz (McMahon et al., 2006) einhergeht, aber
eine Immunantwort induzieren kann (Stilwell and Samulski, 2004). AuBerdem kann das
Transgen durch Methylierung inaktiviert werden (Verma, 2003) und dessen GrdBe ist limitiert
(Papapetrou et al., 2005). Ein weiteres Problem besteht darin, dass retrovirale Vektoren vor
allem in aktiv transkribierte Bereiche des Genoms der transduzierten Zelle integrieren (Wu et
al., 2003) und dadurch zur Mutagenese fiihren (Hacein-Bey-Abina et al., 2003a; Hacein-Bey-
Abina et al., 2003b). Gegenstand vieler aktueller Untersuchungen ist eine neue Methode des
nicht-viralen Gentransfers, die Nukleofektion, die elektrische Parameter und spezifische
Puffer kombiniert, um die Nukleinsduren (Plasmide, siRNA) direkt in den Kern einzubringen
(Aluigi et al., 2006).

In meiner Arbeit wurde das Prinzip der Lipofektion angewandt, bei der die Permeabilisierung
der Zellmembran durch DNA-enthaltende Liposomen vermittelt wird. Hierbei kommt es zu-
nachst zur Komplexbildung aus kationischem Lipid und anionischer DNA. Diese Komplexe
konnen nun mit der Zellmembran interagieren, und die DNA kann in den Zellkern gelangen
(Felgner et al., 1987).

B2.2 Transiente Transfektion

Bei der transienten Transfektion besteht das Ziel darin, das von Vektoren kodierte Zielgen
tempordr in eukaryotische Zellen einzuschleusen. Dabei wird die DNA nicht in das Wirts-
genom integriert, sondern liegt in meist hoher Kopienzahl im Zellkern episomal vor. Dadurch
findet die Expression des Transgens in hohem MaBe statt. Allerdings wird die episomal vor-
liegende Plasmid-DNA in einem Zeitraum von wenigen Tagen durch zellulare Nukleasen ab-
gebaut. Dieser Abbau bewirkt, dass die Expression der transfizierten DNA nur voriibergehend,
also transient stattfindet. Die transiente Expression ist immer dann das Mittel der Wahl,
wenn die Wirkung des Transgens ausschlieBlich (iber einen kurzen Zeitraum (innerhalb von
12 — 72 Stunden) untersucht werden soll (Li and Huang, 2000).
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B2.3 Kotransfektion

Die Transfektion zweier oder mehrerer Vektoren fiir eine gemeinsame Inkorporation in die
Zielzellen wird als Kotransfektion bezeichnet. Zu diesem Zweck kdnnen in ein und demselben
Ansatz mindestens zwei unterschiedliche Nukleinsduren (DNA und/oder RNA) transfiziert
werden. Ublich sind Kotransfektionen von zusatzlichen Marker- und Selektionsgenen insbe-
sondere bei retroviralem Gentransfer (Sambrook, 2001), wenn die transduzierten Vektoren die
limitierende GroBe des Transgens iberschreiten wiirden. So wird z. B. linearisierte DNA fiir
Selektionsmarker bestehend aus dem Gen, Promotor und Polyadenylierungssignal fiir einen
effizienteren Gentransfer angeboten (www.clontech.de). In der Gentherapie bietet die
Kotransfektion von siRNA und Plasmid-DNA (Tseng et al., 1997; Elbashir et al., 2002; Hoelters
et al., 2005) die Mdglichkeit, gleichzeitig das defekte Gen auszuschalten und ein intaktes Gen
zu transferieren (Chamberlain et al., 2004).

B2.4 Stabile Transfektion

Um eine permanente Expression des Transgens in der Wirtszelle zu erreichen, muss das Ziel-
gen dauerhaft in die chromosomale DNA integriert werden (Sambrook, 2001). Durch die
Integration in das Wirtschromosom ist das Transgen zudem vom Abbau durch Nukleasen ge-
schitzt. Demgegentiber ist die Expression des Transgens aber vom chromosomalen Integra-
tionsort abhdngig (Lindemann et al., 2002; Rosenqvist et al., 2002). Zumeist ist die Effizienz
dieses stabilen Gentransfers ein bis drei 10er Potenzen niedriger als die der transienten
Transfektion. Die Unterscheidung zwischen transientem und stabilem Transfektionsereignis
gelingt durch den Einsatz von Selektionsmarkern. Hierbei erfolgt ein Selektionsdruck mittels
eines Antibiotikums, der liber einen bestimmten Zeitraum auf die Zellen ausgelibt wird. Dazu
ist auf den Vektoren eine Antibiotikaresistenz kodiert, die den stabil transfizierten Zellen
einen Selektionsvorteil gegeniiber lediglich temporadr oder nicht-transfizierten Zellen verleiht.
Nach Beendigung der Selektion miissen die Kultivierungsbedingungen so gewahlt werden,
dass die Zellen wieder expandieren kdnnen, um auf diese Weise stabil genetisch modifizierte
Zellen in ausreichender Menge zu erhalten.
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B2.5 Transfektion von Reporterplasmiden in hMSC

Die Transfektion des Reporters »griin fluoreszierendes Protein« (GFP) dient nicht nur zur Be-
stimmung der Transfektionseffizienz, sondern erlaubt die nicht-invasive Analyse seiner
Expression sowohl in vitro in der Zellkultur als auch bei der Untersuchung der Zellmigration
in Zellverbanden sowie in Organismen in vivo, wenn die Tiere GFP-markierte Zellen erhalten
haben (Gerdes and Kaether, 1996). Zudem bietet GFP die Mdglichkeit, neben Zellen auch
einzelne Proteine zu markieren, um so deren Verhalten innerhalb der Zelle zu verfolgen
(Wiedenmann and Nienhaus, 2006).

Im Hinblick auf die Anwendung von GFP-markierten hMSC in vivo stellte sich zusatzlich die
Frage, ob GFP-positive hMSC ihre Differenzierungsfahigkeit beibehalten, was durch Unter-
suchungen in der Arbeitsgruppe von Dr. P. Neth bejaht werden konnte. hMSC lassen sich
nach liposomalem Gentransfer parallel zur GFP-Expression nach wie vor in die adipogene,
chondrogene und osteogene Richtung differenzieren (Hoelters et al., 2005). Dagegen wird die
Frage nach der Toxizitdt des GFP noch kontrovers diskutiert. Eine hohe GFP-Expression soll
mit einer erhdhten Zytotoxizitdt einhergehen und auch in vivo zu Verdnderungen fiihren
(Huang et al., 2000; Martinez-Serrano et al., 2000; Torbett, 2002). Dennoch existieren
transgene, konstitutiv GFP-exprimierende Tiere, ohne offensichtliche Nebenwirkungen zu
zeigen (Plautz et al., 1996; Okabe et al., 1997; Hadjantonakis et al., 1998; Chan et al., 2001).
Auch die Arbeitsgruppe von Dr. P. Neth halt aufgrund ihrer zellexperimentellen Erfahrungen
mit transfizierten hMSC eine maBgebliche Toxizitdt von GFP fiir eher unwahrscheinlich
(Hoelters et al., 2005).

Neben GFP gilt auch die Luziferase als wichtiges Reportergen. Interessant erscheint die
Transfektion der Luziferase-Plasmide insbesondere vor dem Hintergrund der sog.
»Molekularen Bildgebungg, die eine nicht-invasive, quantitative und wiederholte Darstellung
von Makromolekiilen und biologischen Prozessen in lebenden Organismen ermdglicht
(Herschman, 2003). Dabei wird die Expression der Luziferase im Tiermodell nicht-invasiv und
zu verschiedenen Zeitpunkten mit Hilfe einer CCCD-Kamera (cooled charged-coupled device)
nach Infusion von D-Luciferin beobachtet. Voraussetzung hierfiir ist die vorherige genetische
Modifikation mit Luziferase-Genen, entweder durch Herstellung eines transgenen
Organismus (Contag, 2002) oder durch Transplantation von transfizierten Zellen (Cao et al.,
2006).

Diese neue Methode fand Eingang in die Entwicklung von Medikamenten (Maggi et al,
2004), von Gentherapien bei genetischen Defekten (Bertoni et al., 2006) und in die Krebs-
forschung (Edinger et al., 2002; Edinger et al., 2003). Inzwischen findet sie auch Verwendung
im tissue engineering (de Boer et al., 2006) nach Transfektion von hMSC, wobei die Fahigkeit
zur Differenzierung — was eine essentielle Stammzelleigenschaft darstellt — erhalten bleibt
(Wolbank et al., 2007). Eine toxische Wirkung der Luziferase wurde bislang nicht nach-
gewiesen.
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B3 INDUZIERBARE GENEXPRESSION

B3.1 Tetracyclin-abhangige Genregulation

PRINZIP

Bekanntestes Beispiel einer prokaryotischen Genregulation ist das Lactose-Operon (Jacob and
Monod, 1961). Dieses ist definiert als eine Funktionseinheit auf einem DNA-Abschnitt,
bestehend aus einem Promotor als Bindungsregion fiir die RNA-Polymerase, aus dem
Operator, der als Ansatzstelle fiir das Regulatorprotein fungiert, und den zu exprimierenden
Genen. Auch fiir die Tetracyclin-abhdngige Genexpression dient ein Operon aus E. coli als
Modell, das dort die Resistenz gegeniiber diesem Antibiotikum vermittelt. In diesem Fall bin-
det das Requlationsprotein TetR, ein konstitutiv exprimierter Repressor, an den Operator tetO.
In Gegenwart von Tetracyclin bzw. seines Derivates Doxycyclin bindet dieses an den TetR und
induziert damit eine allosterische Veranderung, die wiederum eine Ablosung des TetR be-
wirkt. Dies fiihrt zur Expression eines Kanalproteins, das Tetracyclin (Doxycyclin) im Aus-
tausch gegen Protonen aus der Zelle transportiert und somit fiir die Resistenz der Bakterien
verantwortlich ist (Hillen and Berens, 1994).

Dieses Modell wurde in eukaryotische Zellen libertragen, woraus verschiedene Tetracyclin-
abhdngige Systeme generiert wurden. Zwei, Tet-Off und Tet-On, wurden fiir diverse Anwen-
dungen eingesetzt und sind in Abb. 2 detailliert dargestellt. Fiir das Tet-Off-System wurde
der optimierte Promotor P, ., verwendet, welcher aus einer Minimalsequenz des humanen
CMV-Promotors (P, ,..) (Boshart et al., 1985) und sieben Kopien des Operators tetO (tetO)
— auch als tet response element (TRE) bezeichnet — besteht. Durch die Fusion mit der Trans-
aktivierungsdomane VP16 des H. simplex Virus wird aus dem Repressor TetR ein Tetracyclin-
abhangiger Transaktivator (tTA), der in Abwesenheit von Tetracyclin (Doxycyclin) an die
Operatorsequenz TRE bindet und so die Transgenexpression aktiviert. Zugabe von Tetracyclin
(Doxycyclin) 16st den Transaktivator ab und verhindert die Expression (Gossen and Bujard,
1992).

Durch Punktmutation in der Repressor-Domadne TetR des Transaktivators tTA wurde eine im
Phanotyp des Aktivators invertierte Variante, der sog. revers Tetracyclin-abhdngige Trans-
aktivator (rtTA) fir das Tet-On-System, hergestellt. In Abwesenheit von Tetracyclin (Doxy-
cyclin) nimmt rtTA eine Konformation ein, die eine Interaktion mit den Operatorsequenzen
des P .., verhindert. Erst nach Bindung von Tetracyclin kann rtTA an den Operator binden
und dadurch die Transkription induzieren (Gossen et al., 1995). Doxycyclin hat sich — unter
anderen Tetracyclin-Derivaten — als die effektivste Substanz im Tet-On-System erwiesen
(Freundlieb et al., 1997).
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Abb. 2 Schematlsche Darstellung der Tetracyclin- (Doxycyclin-) abhingigen Genexpression.

a Tet-Off. Wahrend bei Anwesenheit von Doxycyclin die Genexpression reprimiert wird, kann der Transaktivator
tTA ohne Doxycyclin an die Operatorsequenzen (TRE) binden und die Genexpression aktivieren.

b Tet-On. Durch Zugabe von Doxycyclin wird die Genexpression induziert, wihrend ohne Doxycyclin rtTA nicht
binden kann und die Expression verhindert wird.

ANWENDUNG DER TETRACYCLIN-ABHANGIGEN GENEXPRESSION

Die Tetracyclin-abhangige Expression ist das am haufigsten verwendete Regulationssystem,
das Eingang in verschiedenste Bereiche gefunden hat (www.tetsystems.com). Die breite An-
wendung zeigt sich in der umfangreichen Palette von Organismen, in denen die Tetracyclin-
abhdngige Genexpression eingesetzt wird. Sie umfasst Einzeller wie Plasmodium falciparum
(Meissner et al., 2005), Insekten wie z. B. Drosophila melanogaster (Wang et al., 2005) und
Pflanzen wie Tabak (Weingartner et al., 2003). Die bedeutendsten Ergebnisse erhielt man bei
Untersuchungen mit transgenen Mausen, deren Generierung durch verschiedene verfiigbare
Mauslinien vereinfacht ist. Beispielsweise wurden Mauslinien beschrieben, die den Trans-
aktivator tTA bzw. rtTA — je nach Fragestellung auch unter der Kontrolle eines Gewebe-
spezifischen Promotors — in den entsprechenden Organen stabil exprimierten. Gleichzeitig
wurden Mauslinien generiert, welche die zu untersuchenden Gene unter der Kontrolle des
Promotors P,,., enthielten. Durch Kreuzung von M3usen aus beiden Gruppen entstanden
doppelt-transgene Tiere, die das zu untersuchende Gen Tetracyclin-abhdngig in dem ent-
sprechenden Gewebe exprimieren konnten (Baron and Bujard, 2000; Gawlik and Quaggin,
2005). Die Applikation des Doxycyclins erfolgte dabei durch das Trinkwasser (Kistner et al.,
1996). So ergibt sich die Mdglichkeit einer zeitlichen wie auch rdumlichen Kontrolle zur Akti-
vierung des Transgens.
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Die Kombination mit den neuen Technologien der »Molekularen Bildgebung« (s. B2.5) erlaubt
die in vivo-Analyse von Genfunktionen und Signalwegen im Hinblick auf Entwicklungs- und
Krankheitsprozesse (Hasan et al., 2001). Des Weiteren ermdglicht die induzierbare Expression
einer Rekombinase die Deletion eines entsprechend prdparierten Gens zu einem genau
definierten Zeitpunkt (Gawlik and Quaggin, 2005).

Auch in der medizinischen Forschung erdffnen sich hierdurch neue Perspektiven fiir bessere
Krankheitsmodelle, um das Entstehen, die Progression und die potentielle Reversibilitat bzw.
die therapeutischen Beeinflussbarkeit zu untersuchen. Im Rahmen von Gentherapien wurde
der Einsatz von Tetracyclin-abhdngigen Systemen zur Behandlung von verschiedenen Erkran-
kungen gezeigt. So fiihrte z. B. in einer Studie die induzierte Interferon a-Expression zur
Inhibition der Virusreplikation in einem Hepatitis C-Modell in der Maus (Aurisicchio et al.,
2005). Einen aktualisierten Uberblick Giber klinische Studien mit Gentherapien findet sich
unter http://[www.wiley.co.uk/genetherapy/clinical/. Auch im Bereich des tissue engeenering
(Sanchez-Bustamante et al., 2006) und in der Aufkldrung des Stammzellcharakters auf
genomischer Ebene (lvanova et al., 2006) ist diese Technologie von Interesse.

B3.2 Weiterentwicklung der induzierbaren Genexpression

Das in B3.1 beschriebene Prinzip wurde Modell fiir weitere Genregulationssysteme basierend
auf anderen prokaryotischen Antibiotika-Resistenz-Operons wie z. B. der Makrolidresistenz
von E.coli (E-ON und E-OFF: Weber et al., 2002a) oder der Streptograminresistenz von
Streptomyces pristinaespiralis (Fussenegger et al., 2000; PIP-OFF und PIP-ON: Weber et al.,
2002b).

Andere Genexpressionssysteme wie z. B. die Ecdyson-abhdngige Genregulation orientieren
sich an der endogenen Steroidhormonrequlation (Yao et al., 1993) unter der Verwendung
modifizierter intrazelluldrer Rezeptoren. Eine weitere Moglichkeit fiir Genexpressions-
kontrolle beruht auf dem Prinzip der Protein-induzierten Dimerisierung. So flihrt z. B. erst die
Zugabe des Induktors Rapamycin zu funktionsfahigen Proteinen, die als Transaktivator oder
Translationsfaktor dienen (Rivera et al., 1996; Schlatter et al., 2003). Darliber hinaus kann
durch andere Systeme eine proteinfreie Translationskontrolle erreicht werden, wie dies
z. B. fir die aus Schistosoma mansoni isolierten Ribozymen gezeigt wurde (Yen et al., 2004).

Wahrend die beschriebenen Systeme zur Expression eines einzelnen Transgens in der Grund-
lagenforschung und auch im Tiermodell bereits routinemaBig Anwendung finden, geht die
Forschung an Kontrollsystemen der zweiten Generation weiter (Weber and Fussenegger,
2006). Sie sollen die gleichzeitige Expression mehrerer Transgene erlauben. Fiir die unabhin-
gige Regulation zweier Transgene lassen sich o. g. Induktionssysteme kombinieren. Dafiir wird
ein Vektor mit den Transaktivatoren und ein zweiter Vektor mit Zielgenen hinter den ent-
sprechenden Promotoren transfiziert (Moser et al., 2001).
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Eine Studie zeigte, wie Myoblasten — nach Transfektion zweier unabhdngig voneinander
requlierten Proteinen (msx und myoD) und deren Transaktivatoren — je nach induziertem
Proteinmuster in verschiedene Phdnotypen differenzierten. Die gleichzeitige Expression beider
Faktoren fiihrte zu Adipozyten, die alleinige Expression von msx zu Osteoblasten und die von
myoD zu Muskelzellen (Fux et al., 2004).

Die Verkniipfung der beschriebenen Regulationssysteme ist auf mannigfaltige Weise vorstell-
bar. Es wurden hohergradige Schaltkreise und synthetische Gennetzwerke entworfen, die
komplexere Signale verarbeiten konnten. Parallel- oder Serienschaltungen sowie Konstruk-
tionen von Promotoren, die die Operatorsequenzen verschiedener Systeme beinhalten, waren
Mittel zum Aufbau logischer Module basierend auf dem Vorbild der Booleschen Operationen
(Kramer et al., 2004a). Durch entsprechende Kombination verschiedener Antibiotika konnte
tiber eine Regulationskaskade aus »Alles-oder-Nichts«-Signalen (Zugabe oder keine Zugabe
des Antibiotikums) eine graduierte Expression des Transgens erreicht werden (Kramer et al.,
2003). Aktuelle Fortschritte beschrieben Netzwerke mit intrinsischer Speicherfunktion
(Kramer and Fussenegger, 2005) und die Maglichkeit des epigenetischen Umschaltens. So
konnte durch einmalige transiente Zugabe eines Antibiotikums die Transgenexpression
dauerhaft an- bzw. abgeschaltet werden (Kramer et al., 2004b).

Eine neue Generation an Systemen zieht flr die optimale therapeutische Dosierung der
Transgenexpression auch die endogene physiologische Situation in Betracht. Die Hypoxie-
induzierte Transgenexpression, die aus dem physiologischen Hypoxie-induziertem Faktor
alpha (HIF-1a) und dessen Bindungssequenz (hypoxie response element) abgeleitet wurde,
kann zur Krebstherapie genutzt werden, da im Zentrum von soliden Tumoren meist ein redu-
zierter Sauerstoffpartialdruck vorliegt. Gerade diese Tumorzellen sind resistent gegeniiber
Chemo- und Radiotherapie (Brown and Wilson, 2004), so dass sich hier die durch Hypoxie-
induzierte Expression von toxischen Proteinen anbietet (Ozawa et al., 2005). Um bei dieser
physiologischen Induktion auch Einfluss auf die Genexpression zu nehmen, wurde der Trans-
aktivator des Tet-Off-Systems unter die Kontrolle des Hypoxie-induzierbaren Promotors
gestellt, um letztlich — unter hypoxischen Bedingungen — die Genexpression durch Tetra-
cyclin zu kontrollieren (Payen et al., 2001).
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B4 DER TRANSKRIPTIONSFAKTOR POU5F1

B4.1 Eukaryotische Genregulation

Wahrend die in B3 beschriebenen prokaryotischen Bauprinzipien der Regulationssysteme
kopiert wurden, um Gene von aufBen regulierbar zu exprimieren, handelt es sich bei dem
Transkriptionsfaktor POU5F1 um einen endogenen eukaryotischen Regulator der Trans-
kription. Eukaryotische Transkriptionsfaktoren binden an bestimmte DNA-Sequenzen in Ziel-
genen und stimulieren oder hemmen dadurch die Transkription. Man spricht auch von »trans-
aktivierenden« Proteinen, die an »cis-aktivierende« Sequenzen binden kdnnen. Dabei unter-
scheidet man die Promotorregion von den Enhancersequenzen, an welche die basalen
Transkriptionsfaktoren bzw. die Zell- und Gewebe-spezifische Transkriptionsfaktoren binden.
Letztere werden — im Gegensatz zu den basalen Transkriptionsfaktoren — nicht in allen
Zellen exprimiert, sondern nur in bestimmten Gewebe- bzw. Zelltypen und zwar zu ganz be-
stimmten Zeitpunkten. Jedoch erst die Kombination mit weiteren Faktoren bewirkt die
Spezifitat der Transkription oder Repression des entsprechenden Gens (Villard, 2004), da es in
Eukaryoten weit weniger Transkriptionsfaktoren als Gene (20.000 bis 25.000) gibt (Inter-
national Human Genome Sequencing Consortium, 2004). Denn insgesamt kodieren in
S3ugern etwa 5 bis 10 % aller Gene fiir an der Transkription beteiligte Proteine (Wegner,
2005), wobei speziell in humanen embryonalen Stammzellen dieses Verhéltnis zugunsten
letzterer verschoben ist (Boiani and Scholer, 2005).

Transkriptionsfaktoren besitzen mindestens zwei wichtige Domanen, um ihre Funktion aus-
tben zu kénnen. Eine Domane ist die Transaktivierungsdomane, welche die Transkription des
Gens, an dessen Promotor oder Enhancer der Transkriptionsfaktor gebunden hat, aktiviert
oder vermindert. Zudem ist eine DNA-Bindedomine (DNA-BD) entscheidend, die eine be-
stimmte, meist spezifische DNA-Sequenz erkennen und daran binden kann (Herr and Cleary,
1995). Aufgrund der DNA-BD werden die Transkriptionsfaktoren in verschiedene Familien
eingeteilt. Zu der Familie der Hom6odoméanen-Proteine zdhlen neben Hox-, LIM- oder Pax-
Proteine auch die POU-Proteine.

B4.2 Genomische Struktur des Transkriptionsfaktors POU5F1

Das Gen POUSF1, auch bekannt als octamer binding protein 4 (Oktamer-Bindeprotein 4,
OCT-3, OCT-4, OCT-3/4, OTF3, OTF4, OTF3-RS7, OTF3G, NF-A3; genomisch: NM_007592;
POU5SF1_iA-mRNA: NM_002701.4; POU5F1_iB-mRNA: NM_203289) kodiert fiir einen
Transkriptionsfaktor, der zur POU-Familie (Pit-Oct-Unc) gehdort (Scholer et al., 19900b). Der
Name POU ist von den drei Sauger-Transkriptionsfaktoren Pit (Bodner et al., 1988), Oct-1
(Sturm et al., 1988) bzw. Oct-2 (Clerc et al., 1988) sowie von Unc-86 aus Caenorhabditis
elegans (Finney and Ruvkun, 1990) abgeleitet (Andersen and Rosenfeld, 2001). Sie sind durch
ein nur in diesen Faktoren vorkommendes DNA-Bindungsmotiv, die POU-Domane, charakteri-
siert (Herr et al., 1988).
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Bei Mensch und Maus ist die chromosomale Umgebung des POU5F1-Genortes hoch konser-
viert; auch ist die Syntenie mit dem Haupt-Histokompatibilitatskomplex-Locus (major
histocompatibility complex, MHC) erhalten. Bei der Maus liegt das Gen auf Chromosom 17
(Scholer et al., 1990a) und beim Menschen auf Chromosom 6 (Takeda et al., 1992:
Guillaudeux et al., 1993), beide jeweils innerhalb oder benachbart zum MHC-Locus. Die
POUS5F1-Expression ist reguliert durch eine Kombination von cis-Elementen, Transkriptions-
faktoren und epigenetischen Modifikationen (Gu et al., 2006).

Durch die Analyse von lacZ-Reportergenen unter der Kontrolle von verschiedenen
genomischen POU5F1-Fragmenten der Maus konnten regulatorische Regionen identifiziert
werden, die fiir die POU5F1-Expression in verschiedenen Zelltypen des friihen Mausembryos
notwendig sind (Yeom et al., 1996). Mehrfache Untersuchungen zeigten den Zusammenhang
zwischen der Methylierung der regulatorischen Region von POU5F1 und der transkriptionel-
len Aktivitat (Ben Shushan et al., 1993; Gidekel and Bergman, 2002; Hattori et al., 2004;
Simonsson and Gurdon, 2004; Taranger et al., 2005; Yamazaki et al., 2006). In Abb. 3a ist die
genomische Struktur des POU5F1-Gens dargestellt.

B4.3 Proteinstruktur und Bindungseigenschaften des Transkriptionsfaktors POU5F1

Im Gegensatz zur Maus kodiert das menschliche POU5F1 Gen flir zwei Protein-Isoformen —
genannt POUSF1_iA und POUSF1_iB — die durch alternatives SpleiBen entstehen (Abb. 3b).
POUS5F1_iA und POU5F1_iB bestehen aus 360 bzw. 265 Aminosduren (AS), wovon 225 iden-
tisch sind. Diese entsprechen der POU-Domdne und der C-terminale Transaktivierungs-
domine (Takeda et al., 1992) (Abb. 3c).

Die POU-Domane umfasst 150 bis 160 Aminosduren (Herr et al., 1988). Sie besteht aus einer
variablen, C-terminal gelegenen POU-Homéodomane (POUh) von 60 AS, die iiber einen
nicht-konservierten Linker von 15 bis 56 AS mit einer hoch konservierten POU-spezifischen
Domiane (POUs) aus 74 bis 82 AS verbunden ist (Verrijzer and van der Vliet, 1993; Wegner et
al., 1993; Ryan and Rosenfeld, 1997) (Abb. 3c). Sog. Oktamer-bindende Proteine (octamer-
binding, Oct), von denen die meisten zur Familie der POU-Proteine gehdren, binden an eine
Oktamersequenz (ATGCAAAT) und kdonnen dadurch die betreffenden Zielgene aktivieren
(Verrijzer et al., 1990; Verrijzer et al., 1992; Klemm et al., 1994). Die POU-Domine ist flan-
kiert von zwei Transaktivierungsdomanen. Wahrend die N-terminale Doméne in einer Vielzahl
von Zellen aktiv ist, hangt die Aktivitdt der C-terminalen Doméne vom Zelltyp ab (Brehm et
al., 1997).

Bisher waren nur wenige Zielgene von POU5F1 bekannt. Diese waren vornehmlich mit sub-
traktiver Hybridisierung identifiziert worden (Diatchenko et al., 1996; Diatchenko et al.,
1999). Kiirzlich konnten aber zwei Arbeitsgruppen die Bindungsstellen von POU5F1 und zwei
weiteren Transkriptionsfaktoren, nimlich SRY-box containing gene 2 (SOX2) und Nanog, im
gesamten Genom identifizieren (Boyer et al., 2005; Loh et al., 2006) (s. E3.3).

Auch Uber Interaktionspartner herrscht weitgehend Unklarheit. Naher erforscht sind hier vor
allem die Wechselbeziehungen mit SOX2, dessen Bindungsstelle haufig in unmittelbarer
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Nachbarschaft des cis-Elementes von POU5SF1 liegt (Remenyi et al., 2003; Boyer et al., 2005;
Wissmuller et al., 2006). Durch Bildung eines Heterodimers aktivieren die beiden Transkrip-
tionsfaktoren z. B. die Expression des fibroblast growth factor 4 (FGF4) (Feldman et al., 1995;
Yuan et al., 1995: Ambrosetti et al., 1997). Als Koaktivatoren wurden auBerdem virale
Onkoproteine wie das adenovirale E1A (Scholer et al., 1991) und das Tumorprotein EWS des
Ewing-Sarkoms (Lee et al., 2005a) identifiziert. Zudem wurden in der Maus weitere asso-
ziierte Proteine von POU5SF1 bestimmt (Wang et al., 2006).

Offensichtlich ist, dass POU5F1 eine Vielzahl an Mechanismen niitzt, um Gene zu regulieren.
Neben der beschriebenen Aktivierung bzw. Koaktivierung kann POU5F1 auch als Repressor
wirken (Pan et al., 2002).

|z| Genomische Stuktur des POU5F1-Gens
i s Chz il
5 —oo—oo——goo—T L H H F3
N )\ ) \OC HRE ) T
DE PE PP POUF1-Gen
[b] POUSF1-Gen

s — e H 2 s o
/ \

POUS5F1_variant A-mRNA POUSF1_variant B-mRNA
- I ENENEN Ll [2[s[«]
POU5F1_variant A-Protein NLS
nH, [ POUS [L]  poun ] c |cooH
1 138 213 230 290 360 bp
POUSF1_variant B-Protein NLS
NH,| N ] POUs |L] POUh C COOH
1 43 118 135 195 265 bp

Abb. 3 Struktur von POU5F1_iA und POU5F1_iB.

a Genomische Struktur des POU5F1-Gens. Der ~24 kb lange Abschnitt beinhaltet regulatorische Elemente, wie
den proximalen Promotor (PP) mit den hormone response elements (HRE) und der GC-Box (Sylvester and
Scholer, 1994; Schoorlemmer et al., 1994), den proximalen Enhancer (PE) mit den cis-aktiven Elementen 1A und
1B (Okazawa et al., 1991) und den distalen Enhancer (DE) mit den cis-aktiven Elementen 2A und 2B (Minucci et
al., 1996: Okumura-Nakanishi et al., 2005). Das Gen selbst ist in fiinf Exons unterteilt (modifiziert nach Ovitt
and Scholer, 1998). Der Vergleich der stromaufwirts liegenden Sequenzen bei Mensch, Rind und Maus ergab
vier konservierte Regionen (conserved regions, CR) von CR1 bis CR4, wobei CR2 und CR3 im PE und CR4 im DE
liegen. CR1 befindet sich direkt vor Exon 1 (Nordhoff et al., 2001; Yang et al., 2005).

b Alternatives Splicen des POU5F1-Gens generiert zwei Varianten, genannt POUSF1_variant A und
POUSF1_variant B. Diese mRNAs kodieren fiir die Isoformen POU5F1_iA und POU5F1_iB, die sich in der Amino-
sauresequenz am N-terminalen Ende unterscheiden (modifiziert nach Takeda et al., 1992).

¢ Die Isoformen POU5F1_iA und POU5SF1_iB bestehen aus 360 bzw. 265 Aminosauren, wobei die C-terminalen
225 identisch sind. Wahrend die N-terminale Aktivierungsdomane sich unterscheidet, sind die POU-spezifische
Domine (POUs), die Linker-Region (L), die POU-Hom&odomine (POUh) und die C-terminale Transaktivierungs-
domine identisch. Beide enthalten eine Kernlokalisierungssequenz (NLS) am Beginn von POUh (modifiziert nach
Cauffman et al., 2006).
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B4.4 POUSF1 als zentraler Regulator der Pluripotenz?

Lange Zeit galt der Transkriptionsfaktor POU5F1 als einziger Schliisselfaktor der Pluripotenz,
der Selbsterneuerung und der Differenzierung (Pesce and Scholer, 2000; Pesce and Scholer,
2001). Er wurde von drei unabhdngigen Forschergruppen zunéchst in Extrakten von
embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) bzw. embryonalen Karzinom-Zellen entdeckt (Scholer
et al., 1989; Okamoto et al., 1990; Rosner et al., 1990), was zu der Vermutung fiihrte, dass
POUS5F1 in der friihen embryonalen Entwicklung eine Rolle spielen kdnnte. Die zugesprochene
Funktion als zentraler Requlator beruht primar auf Untersuchungen der POU5F1-Expression
in der Maus (Palmieri et al., 1994; Yeom et al., 1996; Ovitt and Scholer, 1998), da die
orthologen Gene hoch konserviert sind (Cauffman et al., 2005). GroBe Bedeutung erlangte
dabei eine Studie, bei der POU5F1-defiziente Mausembryonen zwar das Blastozystenstadium
erreichten, deren innere Zellmasse (inner cell mass, ICM) aber nicht mehr pluripotent war,
sondern Trophoektoderm-spezifisches Protein exprimierte (Nichols et al., 1998). Auch fiir das
Uberleben der Keimbahnzellen scheint POUSF1 essentiell zu sein, denn eine Keimzell-
spezifische Deletion von POU5SF1 flihrt zur Apoptose dieser Zellen (Kehler et al., 2004).

Wahrend Untersuchungen in der Maus auf dem Nachweis der Transkription beruhten (Abdel-
Rahman et al., 1995; Hansis et al., 2001), wurde die Expression des Transkriptionsfaktors
POUS5F1 in der menschlichen Entwicklung 2005 auf Proteinebene mittels Immunhistochemie
analysiert (Cauffman et al.). Dabei zeigten sich groBe Diskrepanzen, die POU5F1 als zentralen
Regulator in Frage stellen. So ist vor allem dessen Expression im Zytoplasma vor Bildung der
Morula wahrscheinlich auf andere Funktionen als Transkriptionsregulation zuriickzufiihren
(Cauffman et al., 2005; Cauffman et al., 2006). Auch in der Morula wurde eine gleichstarke
Expression auf Proteinebene gezeigt, wahrend hier bisher eine starke Abnahme der
Expression im Trophektoderm gegeniiber der ICM auf mRNA-Ebene nachgewiesen wurde
(Hansis et al., 2000; Huntriss et al., 2004).
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B5 AUFGABENSTELLUNG

Die genetische Modifikation von hMSC mittels induzierbarer Genexpression erscheint als ein
viel versprechendes Mittel, um komplexe molekulare Steuerungsmechanismen zu unter-
suchen. Zudem konnte sie dazu genutzt werden, die begrenzten Stammzelleigenschaften von
hMSC hinsichtlich des Differenzierungspotentials und der Selbsterneuerung zu erweitern,
damit letztlich ein Patienten-spezifischer Gewebeersatz generiert werden kann.

In meiner Promotionsarbeit sollten zundchst Plasmide mit den Reportern EGFP und Luziferase
in hMSC transient und stabil mit liposomalem Gentransfer eingebracht werden, um die Zellen
zu markieren und die Gen-Expression des Reportergens zu quantifizieren. Ein weiteres Ziel
stellte die Etablierung des Tet-On-Systems mittels liposomalen Gentransfers dar. Dabei
sollten auch Alternativstrategien zu diesem System entwickelt werden. SchlieBlich sollte in
diese requlierbaren Expressionsplasmide der Transkriptionsfaktor POU5F1, der in embryonalen
Stammzellen fiir deren Pluripotenzeigenschaften mitverantwortlich ist, kloniert werden, um
dessen Wirkung in hMSC zu untersuchen.

Im Einzelnen sollten dabei folgende Fragestellungen geklart werden:

— Was sind die optimalen Bedingungen zur transienten und stabilen nicht-viralen Trans-
fektion von verschiedenen Reporterplasmiden in hMSC?

- Ist die Etablierung des Genregulationssystems Tet-On in hMSC mit nicht-viralem Gen-
transfer moglich?

- Mit welchen Alternativen bzw. genetischen Modifikationen lassen sich die Probleme
|6sen, die sich aus dem Ublichen Vorgehen zur Etablierung des Tet-On-Systems in ver-
schiedenen Zellsystemen ergeben?

— Kann durch die quantitativ regulierbare Expression des Transkriptionsfaktors POU5F1
das Stammzellpotential von hMSC beeinflusst werden?
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C MATERIAL UND METHODEN

C1 MATERIALIEN

C1.1 Gerate

Airflow, Typ 2-454-FBND

Backschrank, Modell 600

Bio Assay Reader, HTS 7000
Biophotometer

Brutschrank, Typ BE40
CO,-Zellkulturbrutschrank, Typ 1G150
Digital pH-Meter

Digital Still Kamera, MPEG Movie EX
Eismaschine

Elektrische Prazisionswaage, Kern 770-12
Elektroporationsapparat, Tap Gene Pulser

Flachbett-Gelelektrophorese-Apparatur, Modell B1

Gasbrenner, Gasprofi 1
Gefrierschrank (-20 °C)
Gefrierschrank (-80 °C)

Geldokumentationssystem, Image Master VDS

Heizblock, HLC, BT 130-2
Inkubationsschiittler, Typ Certomat R
Inkubationsschiittler, Typ Unimax 1010
Inverses Fluoreszenzmikroskop 1X50
Kiihlschrank (4 °C)

Kiihlzentrifuge, Typ BR4i
Kihlzentrifuge, Typ CT422

LightCycler Il

Luminometer Mikrolumat LB 96P
Magnetriihrer

Megafuge, Typ 1.0 R
Mikrowellengerat (900 Watt) HF22024
MRX Microplate Reader
Neubauer-Zahlkammer
PCR-Multicycler PT-200

Pipetus-Akku

Routinemikroskop, Axiovert Typ S100
Schiittler, Rotamax 120
Sicherheitswerkbank, HeraSafe, Typ HS12/2
Spannungsquelle, Consort E132
Sterilwerkbank, Typ Antares 72

Kottermann, Utze-Hanigsen
Memmert, Schwabach
Perkin Elmer, USA
Eppendorf, Hamburg
Memmert, Schwabach
Jouan, Unterhaching
Bachhofer, Reutlingen
Sony, Kdln

Tritec, Hannover
Kern&Sohn, Frommern
Bio-Rad, Miinchen
Peglab, Erlangen
Wartewig, Gottingen
Liebherr, Ochsenhausen
GFL, Burgwedel
Pharmacia Biotech, USA
Medax Nagel GmbH, Kiel
Sartorius, Gottingen
Heidolph, Schwabach
Olympus, Miinchen
Liebherr, Ochsenhausen
Jouan, Unterhaching
Jouan, Unterhaching
Roche, Mannheim

Eg&G Berthold, Australia
Uni-Equip, Martinsried
Heraeus Instruments, Hanau
Siemens, Fiirth

Dynex, Denkendorf
Plazotta, Miinchen
Biozym, Oldendorf

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt

Zeiss, Jena
Heidolph, Schwabach

Heraeus Instruments, Mannheim

Peglab, Erlangen
Biohit Antares, USA
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Tischzentrifuge, Eppendorf Centrifuge 5415 D

Tischzentrifuge, Typ CT 4.22
UV-Leuchtschirm, Typ TFX-35.M
Vakuum-Zentrifuge, Typ RC 10.9
Varioklav Dampfsterilisator Typ 300
Varipipetten, Gilson, Pipetman
Vortex-Genie, Typ G560E
Wasserbad, Typ 1012

Werkbank, Typ Biocap RNA, DNA

C1.2 Materialien und Substanzen

Eppendorf, Hamburg
Jouan, Unterhaching
Vilber Lourmat, Frankreich
Jouan, Unterhaching
H&P, OberschleiBheim
Abimed, Langenfeld
Scientific Industries, USA
GFL, Burgwedel

Erlab, KoIn

Alle Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, in der Reinheitsstufe »z. A.« von
den Firmen Merck (Darmstadt), Sigma (Deisenhofen) und Roth (Karlsruhe) bezogen.

Fiir molekularbiologische Ansitze wurde »Aqua ad injectabilia« der Fa. Braun (Melsungen)
verwendet. Wassrige Losungen wurden mit Aqua dest. sowie Reinstwasser aus dem Reinst-
wassersystem der Wasseraufbereitung GmbH, Barsbiittel hergestellt.

C1.2.1 Allgemeine Materialien

0,2 ml Eppendorf PCR Gefal3e
1,5 ml ReaktionsgefaBe

2 ml Safe Lock GefaBe
Acryl-Kiivetten
BCA-Mikrotiterplatten (farblos)
Cloning Discs, ¥ 3 bzw. 5 mm
CyQuant-Messplatten (schwarz)
Elektroporationskiivetten, 1 bzw. 2 mm
Falkonréhrchen, 15 bzw. 50 ml
Kryokonservierungs-Réhrchen
LightCycler Kapillaren

Mikrotiterplatten fiir Luziferase-Bestimmung (weiB)

Pasteurpipetten

Petrischalen (& 92 mm)
Polystyrol-Réhrchen, 5 ml
Serologische Pipetten

Sterilfilter

Sterilfiltereinheiten

UV-Kiivetten

Zellkultur Petrischalen, @ 10 mm
Zellkulturflaschen, 75 cm®bzw. 25 cm®

Zellkulturplatten, 6-, 12-, 24- und 48-Kavitaten

Zentrifugenbecher

Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Niirnbrecht
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Niirnbrecht
Nunc, USA

Sigma, Deisenhofen
Corning Costar, USA
Peglab, Erlangen
Sarstedt, Niirnbrecht
Nalgene, USA
Roche, Mannheim
Nunc, USA

VWR International, Darmstadt
Sarstedt, Niirnbrecht
BD Falcon, USA
Sarstedt, Nlirnbrecht
Sartorius, Gottingen
Nalgene, USA
Eppendorf, Hamburg
BD Falcon, USA
Nunc, USA

Nunc, USA

Heraeus Instruments, Hanau
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C1.2.2 Substanzen fiir die Zellkultur

Dimethylsulfoxid Merck, Darmstadt
Doxycyclin-free FBS BD Biosciences, USA
Doxycyclin BD Biosciences, USA
Fotales Kalberserum (FBS) Gibco, USA

Geneticin (G418) Gibco, USA
Hygromycin B BD Biosciences, USA
L-Glutamin Cambrex, USA
Lipofectamine 2000 Invitrogen, USA
MSC-Basalmedium Cambrex, USA
MSC-Growth Supplement Cambrex, USA
Penicillin/Streptomycin Cambrex, USA bzw. Gibco, USA
Phosphat Buffered Saline Solution (PBS) Gibco, USA

ProLong AntiFade Kit Molecular Probes, USA
Serumalbumin vom Rind (Fraktion V) (BSA) Sigma, Deisenhofen
Serum-freies Medium, DMEM Gibco, USA
TET-System gepriiftes FBS BD Biosciences, USA
Trypanblau Gibco, USA
Trypsin/EDTA (0,5 % Trypsin, 5,3 mM EDTA) Gibco, USA

C1.2.3 Zelllinien

HUMANE MESENCHYMALE STAMMZELLEN

Humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) wurden von der Fa. Cambrex, USA bezogen. Die
Zellen wurden mittels einer Knochenmarksbiopsie des posterioren Beckenkamms isoliert und
durch Dichtegradientenzentrifugation aufgereinigt. lhre Abtrennung von hdmatopoetischen
Zellen erfolgte durch selektive Adhdrenz an Plastik. Die Firma garantiert einen negativen Be-
fund auf HIV, Hepatitis-B und -C, Mycoplasmen, Bakterien und Pilzen sowie die Differen-
zierungsfahigkeit dieser Zellen in drei mesodermale Richtungen (adipogene, chondrogene und
osteogene Differenzierung). In dieser Arbeit wurden hMSC einer 19-jahrigen Spenderin
(Kaukasierin) verwendet. Die Spenderin war laut Firmenangabe normalgewichtig und zeigte
keine Anzeichen flir Herzerkrankungen, Diabetes, Krebs, Epilepsie, andere Organerkrankungen
bzw. fiir virale oder bakterielle Infektionen. Wahrend der Experimente erfolgte in regelmaBi-
gen Abschnitten die Uberpriifung der hMSC auf eine Mycoplasmen-Kontamination mit Hilfe
des Mycoplasmen-PCR-Kits.

CHO-AAS8-Luc TET-OFF KONTROLL-ZELLLINIE

Von der Fa. BD Biosciences, USA wurde die Tumorzelllinie CHO-AA8 aus Ovarien chinesischer
Hamsterweibchen bezogen und als Kontrolle fiir Tetracyclin-abhdngige Genregulation ver-
wendet (s. C2.2.6). Diese Zelllinie ist doppelt stabil mit den Vektoren pTet-Off und pTRE2hyg-
Luc transfiziert.
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C1.2.4 Chemikalien fiir die Molekularbiologie

Alkalische Phosphatase

Ampicillin, Natriumsalz
AMV-cDNA-Synthese Kit
B-Mercaptoethanol

Bacto-Agar

Bacto-Hefe-Extrakt

Bacto-Trypton

CyQuant Cell Proliferation Assay Kit

dATP, dCTP, dGTP, dTTP
DNA-Auftragspuffer (10x)
DNA-Langenstandard 100 bp-Stufen
DNA-Langenstandard 250 bp-Stufen
DNA-Langenstandard 50 bp-Stufen
DNA-Langenstandard, Nr. VII
DNA-Polymerase |, Large (Klenow) Fragment
DNase Set

Ethidiumbromid

Fluoresceindiacetat

Glycerin nultrapure«

HiSpeed Plasmid Maxi Kit

Humane cDNA von Testis, Ovar und Pankreas
Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid
Kanamycin

LC-Primer Sets

LC-SybrGreen Kit

Luciferase Reporter Gene Assay, high sensivity
N,N-Dimethylformamid

Natronlauge, 10 M

NucleoBond Plasmid Maxi EF Kit
Pancreatic Ribonuclease A

Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity
Propidiumiodid

QlAquick Gel-Extraktions-Kit
Restriktionsendonukleasen Typ Il

Reverse Transkriptase

RNeasy Midi Kit

Salzsdure, 2 M

SeaKem GTG Agarose

SeaKem LE Agarose

T4 DNA Ligase

Topo-TA Cloning Kit pCR2.1-Topo-Vektor
VenorGeM, PCR Mycoplasmen-Diagnostik Kit
X-Galactose (X-Gal)

Roche, Mannheim

Sigma, Deisenhofen

Roche, Mannheim

Sigma, Deisenhofen

BD Biosciences, USA

BD Biosciences, USA

BD Biosciences, USA

Molecular Probes, USA

R&D Systems, Wiesbaden
Invitrogen, USA

Invitrogen, USA

Invitrogen, USA

Invitrogen, USA

Roche, Mannheim

New England Biolabs, Schwalbach
Qiagen, Hilden

Merck, Darmstadt

Fluka, Schweiz

Sigma, Deisenhofen

Qiagen, Hilden

BD Biosciences, USA

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Search-LC, Heidelberg

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Sigma, Deisenhofen

Apotheke Klinikum Innenstadt, Miinchen
Macherey-Nagel, Diiren

Sigma, Deisenhofen

Qiagen, Hilden

Merck, Darmstadt

Qiagen, Hilden

New England Biolabs, Schwalbach, bzw.
Roche, Mannheim

R&D Systems, Wiesbaden

Qiagen, Hilden

Apotheke Klinikum Innenstadt, Miinchen
FMC BioProducts, USA

FMC BioProducts, USA

New England Biolabs, Schwalbach
Invitrogen, USA

Minerva Biolabs, Berlin

Sigma, Deisenhofen
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C1.2.5 Bakterienstimme und Nihrmedien

BAKTERIENSTAMME

E. coli TOP10 (Invitrogen, USA)
F-, merA, A(mrr-, hsdRMS-, merBC), ®80lacZ AM15, lacX74, recA1, deoR, araD139, Aara-
leu)7697, galU, galK, rpsL, (StrR), endA1, nupG

E. coli TOP10 F* (Invitrogen, USA)
F'{laclqg Tn10 (TetR)}, mcrA, A(mrr-, hsdRMS-, merBC), ®80lacZAM15, lacX74, recA1, deoR,
araD139, A(ara-leu)7697, galU, galK, rpsL, (StrR), endA1, nupG

E. coli XL1-Blue (Stratagene, USA)
recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relA1, lac [F" proAB laclgZAM15 Tn10 (TetR)]

E. coli XL1-Blue MR (Stratagene, USA)
A(mcrA)183, A(merCB-, hsdSMR-, mrr)173, endA1, supE44, thi-1, recA1, gyrA96, relA1, lac

NAHRMEDIEN

Die Nahrmedien wurden fiir die Dauer von 20 Minuten bei 121 °C unter einem Druck von
1,2 x 10° Pa autoklaviert. Hitzeinstabile Ldsungen wurden durch Filtration (0,2 pm
PorengréBe) sterilisiert und den auf < 50 °C abgekiihlten Nihrmedien nach dem Auto-
klavieren zugesetzt. Zur Herstellung fester Nahrmedien (Agarplatten) wurde den Medien vor
dem Autoklavieren 15 g/l Bacto-Agar zugesetzt.

2 x YT-Medium 16 g/l Bacto-Trypton (Casein-Pepton, tryptisch verdaut)
10 g/l Bacto-Hefeextrakt
5¢/l NaCl
LB-Medium 10 g/l  Bacto-Trypton (Casein-Pepton, tryptisch verdaut)
5g/l Bacto-Hefeextrakt
10 g/l NaCl
SOC-Medium 20 g/l Bacto-Trypton (Casein-Pepton, tryptisch verdaut)
10 g/l Bacto-Hefeextrakt
5g/l NaCl
1,29/l MgSO,
0,95 g/l MgCl,

20 g/l  D(+)-Glukose

Die beiden Antibiotika Ampicillin (200 mg/ml in 70 % Ethanol) und Kanamycin (50 mg/ml in
H,0) wurden als Stammldsungen aliquotiert bei -20 °C aufbewahrt. Die Zugabe zu den
Nahrmedien erfolgte bei einer Temperatur < 50 °C. Hierbei betrug die Endkonzentration des
Ampicillins 200 pg/ml, die des Kanamycins 50 ug/ml.
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C1.2.6 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Fa. MWG Biotech, Ebersberg hergestellt:

Bezeichnung Sequenz (5" —3)

EcoRI-Luc-f-1369 GGA ATT CAT GGA AGA CGC CAA AAA CAT AAA GAAAGG C
BamHI-Luc-r-3015 CGG ATT CCA CGG CGATCTTTC CGC CCT TC

F-Xhol-MD9 ATT ACT CGA GCC GAA TTG GGT CGA GGT AGG
R-Xhol-MD9 CGT ACT CGA GAA GCTTGG TCG AGC TGATACTT

M13 forward (-20) GTA AAACGA CGG CCAG

M13 reverse CAG GAA ACA GCT ATG AC

C1.2.7 Plasmide

pEGFP-N3

Das Plasmid pEGFP-N3 (Abb. 4) der Fa. Clontech, USA beinhaltet die kodierende Sequenz
einer weiterentwickelten Variante des Markerproteins green fluorescent protein (GFP) aus der
Qualle Aequorea victoria. Neben zwei Aminosduresubstitutionen enthdlt es 190 stumme
Basenaustausche, was eine Verstarkung der Expression dieser GFP-Variante und damit ein-
hergehend der Fluoreszenz bewirkt. Daher resultiert der Name enhanced green fluorescent
protein (EGFP) (Cheng et al., 1996; Zhang et al., 1996). Sein Exzitationsmaximum liegt bei
488 nm, sein Emissionsmaximum bei 507 nm. Das EGFP steht unter der transkriptionellen
Kontrolle des immediate early Promotors des Cytomegalievirus (CMV). Dieser weist eine hohe
und konstitutive Aktivitat auf und wird in einer Vielzahl von eukaryotischen Zellen abgelesen.
Stromabwarts des EGFP befindet sich das Polyadenylierungssignal des Simian Virus 40 (SV40),
das fiir die korrekte Prozessierung der EGFP-mRNA an ihrem 3'-Ende verantwortlich ist.

Zwischen dem CMV-Promotor P, und der EGFP-Sequenz befindet sich eine sog. multiple
cloning site (MCS). Darin sind mehrere singuldre Erkennungsstellen fiir Restriktions-
endonukleasen lokalisiert, wodurch gewdhrleistet ist, dass die Konstruktion eines Plasmids
mit Hilfe dort schneidender Restriktionsendonukleasen spezifisch erfolgt. Gene, die in diese
MCS kloniert werden, werden als N-terminales Fusionsprotein mit EGFP exprimiert.

Zur Selektion prokaryotischer wie auch eukaryotischer Zellen dient das Resistenzgen Amino-
glykosid-3'-Phosphotransferase (APH) (Colbere-Garapin et al., 1981). Es phosphoryliert
Aminoglykoside wie Kanamycin (Kan), Neomycin (Neo) oder das Neomycin-Analogon G418
(auch bekannt unter dem Namen Geneticin). lhr gemeinsames Wirkprinzip beruht auf der
Interaktion mit den Untereinheiten der Ribosomen (prokaryotisch: 70 S, eukaryotisch: 80 S).
Durch den Einbau falscher Aminosdauren kommt es zu Translationsfehlern in der Protein-
biosynthese, wodurch sog. nonsense-Proteine gebildet werden. Die Aminoglykosid-3'-
Phosphotransferase wird hier als Kan/Neo-Resistenzgen bezeichnet, da die APH sowohl unter
der Kontrolle eines eukaryotischen Promotors (SV40 early promotor) als auch eines prokaryo-
tischen Promotors steht. Somit wird die Resistenz in Bakterien sowie in Sdugerzellen von
derselben cDNA vermittelt.
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Das Plasmid pEGFP-N3 dient zum einen zur Uberpriifung der Transfektionseffizienz und zum
anderen zur Herstellung von stabil EGFP-exprimierenden Zelllinien mit Hilfe des Selektions-
antibiotikums Geneticin. Zusatzlich vereinfacht es die Generierung von N-terminalen
Fusionsproteinen und erlaubt so deren subzellulare Lokalisation in den jeweiligen Zellkom-
partimenten.

Der pUC-Replikationsursprung gewahrleistet eine hohe Kopienanzahl in E. coli, ein SV40 ori
die Replikation in Eukaryoten und ein f1 ori die Replikation von einzelstrangiger DNA.

pEGFP-N3  EGFP pEGFPLuc

4729 bp 6367 bp

Luziferas

Abb. 4 Vektorkarten von pEGFP-N3 und pEGFPLuc.
P.: Cytomegalovirus immediate early Promotor; EGFP: enhanced green fluorescent protein; SV40 polyA:

Simian Virus 40-Polyadenylierungssignal; f1 ori: Einzelstrang-Replikationsursprung; SV40 ori: SV 40 origin of
replication; Kan/Neo: Kanamycin/Neomycin Resistenz-Kasette; pUC ori: Plasmid-Replikationsursprung.

pEGFPLuc

Das Plasmid pEGFPLuc (Clontech, USA) (Abb. 4) kodiert eine Fusion des enhanced green
fluorescent protein (EGFP) mit dem Enzym Luziferase des Gliihwlirmchens Photinus pyralis,
wobei die Luziferase an den C-terminalen Teil des EGFP ligiert ist. Die transkriptionelle Kon-
trolle und die 3'-Prozessierung werden auch hier durch den Promotor des Cytomegalievirus
bzw. das Polyadenylierungssignal des Simian Virus 40 vermittelt. Die Kan/Neo-Resistenz-
kassette erlaubt, wie oben bereits beschrieben, die Selektion in prokaryotischen und eukaryo-
tischen Organismen.

Das Plasmid pEGFPLuc ist ein Markerplasmid, das sowohl die Bestimmung der Transfektions-
effizienz durch die Fluoreszenz des EGFP als auch eine Quantifizierung der Luziferase-
Expression durch herkdmmliche Luziferase-Assays ermdglicht.
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pIRES2-EGFP

Bei dem Plasmid pIRES2-EGFP der Fa. Clontech, USA handelt es sich um ein Konstrukt, das
eine interne Bindungsstelle fiir Ribosomen, kurz IRES (internal ribosomal entry site) genannt,
des Enzephalomyokarditis-Virus enthalt (Abb.5). Diese Sequenz erlaubt die Translation
zweier offener Leserahmen von einer mRNA. Die Transkription dieser einen mRNA wird dabei
durch den immediate early (IE) Promotor des Cytomegalievirus initiiert. Die korrekte Prozes-
sierung am 3'-Ende wird durch das Polyadenylierungssignal des Simian Virus 40 gesteuert.
Die vollstdndig prozessierte mRNA enthalt nun — beginnend an ihrem 5'-Ende — eine Cap-
Struktur, darauf folgend das Zielgen, die IRES-Sequenz und das EGFP sowie eine Poly-A-
Sequenz.

A/Ribosomen\‘
Protein Zielprotein Marker

Abb. 5 Prinzip der IRES-vermittelten Translation (IRES: internal ribosomal entry site).

Die 30S-Untereinheiten der Ribosomen kdonnen nun sowohl an das Cap am 5'-Ende der
mRNA als auch an die IRES-Sequenz binden und die Proteinsynthese am jeweiligen Start-
Codon (AUG) beginnen. Zwei voneinander unabhingige Gene werden so gemeinsam transkri-
biert, aber wieder unabhangig voneinander translatiert. Zur Selektion in Bakterienkulturen
oder in Saugerzellen enthélt dieses Plasmid (Abb. 6) die fiir die APH kodierende Kan/Neo-
Kassette. Mit dem Plasmid pIRES2-EGFP kann somit sowohl die Transfektionseffizienz lber
Fluoreszenzmikroskopie (EGFP) bestimmt als auch eine Selektion derjenigen Zellpopulation
mittels FACS vorgenommen werden, die das gewiinschte Gen gemeinsam mit EGFP
exprimiert.
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pIRESneo2

Auch das Plasmid pIRESneo2 (Abb. 6), Fa. Clontech, USA enthdlt eine IRES-Sequenz. Sie
befindet sich stromaufwarts der cDNA der Aminoglykosid-3'-Phosphotransferase. Am
5'-Ende der IRES-Sequenz ist wiederum eine MCS lokalisiert, in welche die gewiinschten
cDNA-Sequenzen ligiert werden kdnnen. Zusatzlich befindet sich zwischen der MCS und der
IRES-Sequenz ein synthetisches Intron oder IVS (intervening sequence), das zur Stabilisierung
der unprozessierten mRNA dient. Letztere steht unter der transkriptionellen Kontrolle des
I[E-Promotors des Cytomegalievirus. Das Polyadenylierungssignal stromabwarts der APH,
welches flir die korrekte Prozessierung des 3'-Endes der mRNA verantwortlich ist, stammt
vom Wachstumshormon (GH) des Rinds. Eine fiir das p-Lactamase-Gen kodierende Kassette
sorgt fiir die Mdglichkeit der Selektion in prokaryoten Organismen. Das Plasmid pIRESneo2
erlaubt die Selektion von Zellen, die das Resistenz-Gen gegen Geneticin tragen und damit
einhergehend auch das inserierte Fremd-Gen exprimieren.

pIRES2-EGFP
5308 bp

pIRESneo2
5295 bp

Col E1 ori
IRES
Neo/Kan

Abb. 6 Vektorkarten von pIRES-EGFP und pIRESneo2.
ColE1 ori: E. coli Plasmid Replikationsursprung; Amp: Ampicillin-Resistenz-Gen (B-Lactamase).

pcDNA3.1-

Einen einfachen eukaryotischen Expressions-
vektor stellt pcDNA3.1- von der Fa. Invitrogen,
USA dar (Abb. 7). Fiir eine hohe, konstitutive
Expression sorgt der IE-Promotor des Cytome-
galievirus, fir die richtige Polyadenylierung das
Signal des Wachstumshormons (GH) des Rinds.
Fiir die Selektion in Bakterien besitzt dieser
Vektor ein Ampicillin-Resistenz-Gen, fiir die in
Eukaryoten eine Neomycin-Resistenz-Kassette.

pcDNA3.1-

5427 bp

Abb. 7 Vektorkarte von pcDNA3.1-.
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Plasmide des Tet-On-System

Fir das Tet-On-Systems, Fa. BD Biosciences, USA sind folgende zwei Vektoren von grund-
legender Bedeutung (Abb. 8).

Zum einen bendtigt man den Vektor pTet-On, der den reversen Transaktivator (rtTA) unter der
Kontrolle des IE-Promotors des Cytomegalievirus konstitutiv und stark exprimiert. rtTA wurde
durch vier Aminosdure-Austausche aus tTA generiert, der den Transaktivator im Tet-Off-
System darstellt. Dieser wiederum ist ein Fusionsprodukt aus dem tet repressor (TetR), der in
dieser Form bei Tetracyclin-resistenten Bakterien vorkommt, und der C-terminalen Aktivie-
rungsdomdne des VP16-Proteins des H.simplexVirus. Auch dieser Vektor besitzt ein
Ampicillin-Resistenz-Gen fiir die Selektion in Bakterien, fiir die in Eukaryoten eine Neomycin-
Resistenz-Kassette. Das Polyadenylierungssignal stammt von Simian Virus 40.

In den Vektor pTRE2hyg wird in die MCS das zu regulierende Gen ligiert. Direkt vor der MCS
liegt ein Tetracyclin-sensitiver Promotor, wobei durch Zugabe von Tetracyclin die Expression
des Transgens gesteuert werden kann. Dieser Promotor besteht aus einer minimierten Version
des immediate early Promotor des Cytomegalievirus, dem die Enhancer-Sequenz fehlt. Zu-
satzlich beinhaltet dieser Promotor das tet response element (TRE), das aus sieben Kopien der
19 bp langen Sequenzen des tet Operators (tetO) aufgebaut ist. Zur korrekten Poly-
adenylierung verhilft das Polyadenylierungssignal des B-Globins. Das Hygromycin-Resistenz-
Gen kodiert fiir eine Phosphorylase, die Hygromycin B inaktiviert. Hygromycin B stellt einen
weiteren Vertreter der Aminoglykoside dar, der sich zur Selektion von stabil transfizierten
eukaryotischen Zellen eignet. Durch das Ampicillin-Resistenz-Gen ist ebenso eine Selektio-
nierung in Bakterien mdglich. Fiir den Vektor pTRE2hyg-Luc, Fa. BD Biosciences, USA wurde
in die MCS die Luziferase eingefligt, d. h. in diesem Fall kann die Luziferase-Expression durch
Tetracyclin gesteuert werden.

P

minhCMV

Luziferase

pTRE2hyg-Luc
6959 bp

pTet-On

7391 bp SV40 polyA

B-globin polyA

Abb. 8 Vektorkarten von pTet-On und pTRE2hyg-Luc.
rtTA: reverser Transaktivator; P : minimierter humaner Cytomegalovirus immediate early Promotor;

minhCMV*
TRE: tet response element; Hyg: Hygromycin-Resistenz-Kassette.
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pCR2.1-TOPO

Der Vektor pCR2.1-TOPO (Abb.9) der Fa. Invitrogen, USA erlaubt die sog. TOPO-TA-
Klonierung, bei der durch Tag-Polymerase amplifizierte PCR-Produkte in den o.g. Vektor
ligiert werden kénnen. Das Prinzip der TOPO-TA-Klonierung beruht auf der Tatsache, dass die
Tag-Polymerase einerseits eine matrizenunabhangige terminale Transferaseaktivitat besitzt,
wodurch einzelne Desoxyadenosin-Molekiile an die 3'-Enden der PCR-Produkte angefiigt
werden. Andererseits besitzt der lineare Vektor an seinen 5°-Enden (iberhdngende
Desoxythymidin-Molekiile. Die somit kompatiblen Enden kénnen nun mittels einer an die
3’-Phosphatreste des linearen Vektors gebundenen Topoisomerase effizient und zeitsparend
(5 Minuten) ligiert werden. Stromauf- und abwérts der in den Vektor ligierten Sequenz befin-
den sich zahlreiche Erkennungsstellen fir Restriktionsendonukleasen, die diverse Maglich-
keiten bieten, das PCR-Amplifikat wieder aus dem Vektor zu schneiden und in andere
Vektoren zu ligieren. Ebenfalls flankierend befinden sich Standard-Nukleotidsequenzen, die
eine Sequenzierung der klonierten Fragmente mit sog. Standard-Primern (M13 Forward und
Reverse) zulassen.

Eine weitere Vereinfachung der Klonierung wird dadurch ermdglicht, dass die MCS im
a-Fragment des LacZ-Gens lokalisiert ist. Dies gewdahrleistet eine leichte Identifikation der
positiven Klone nach Transformation durch die sog. »Blau-WeiB-Selektion« (s. C2.1.13).
Zusatzlich befinden sich auf dem Vektor die oben bereits beschriebenen Resistenz-Gene
gegen Ampicillin und Kanamycin. Der Vektor pCR2.1-TOPO dient so der einfachen und
effizienten Klonierung von PCR-amplifizierten Sequenzen.

PCR-Produkt

O/ Topoisomerase
[T

7l |

Topoisomerase— Q

M13 Reverse (-20)

M13 Forward

pCR2.1-TOPO
3931 bp

Abb. 9 Vektorkarte von pCR2.1-TOPO.

lacZa fragment: a-Fragment des LacZ-Gens; f1 ori: single strand origin of replication; pUC ori: E. coli Plasmid-
Replikationsursprung; M13 Reverse; M13 Forward: Primer-Bindungsstellen; Amp: Ampicillin-Resistenz-Gen
(B-Lactamase); Kan: Kanamycin-Resistenz-Gen.
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C2 METHODEN

C2.1 Molekularbiologie

C2.1.1 Anzucht und Stammhaltung von Escherichia coli

Der hiufige Einsatz des Bakteriums Escherichia coli (E. coli) im Rahmen molekularbiologischer
Untersuchungen beruht auf dessen einfacher Handhabung und schneller Vermehrung. Auch
seine Aufnahmefahigkeit fiir eine Vielzahl von verschiedenen Vektoren und ein breites
Spektrum von genetisch genau definierten Stimmen spielt dabei eine entscheidende Rolle.
Bakterienkulturen dienten im vorliegenden Projekt der Amplifikation bestimmter DNA-
Sequenzen in Vektoren.

Wichtig fiir den Einsatz von E. coli ist das Arbeiten unter sterilen Bedingungen, d. h. unter
einem Abzug und mit sterilen evtl. abgeflammten Materialien bzw. autoklavierten Substan-
zen. Die Bakterien wurden entweder auf Agarplatten in Petrischalen oder in Fliissigmedien
kultiviert. Bakterien auf Agarplatten, hergestellt durch einen 3-Osen-Ausstrich oder mit Hilfe
eines sterilen Drygalski-Spatels, wurden lber Nacht im Brutschrank bei 37 °C bebriitet und
maximal 6 Wochen bei 4 °C aufbewahrt. Eine liber diesen Zeitraum hinausgehende Konser-
vierung erfolgte durch Ansetzen einer Glycerinstammkultur. Hierfiir wurden 850 pl einer
Ubernacht-Kultur mit 150 pl Glycerin (c = 15 %, v/v) versetzt und bei -80 °C aufbewahrt.
Kulturen in flissigen Medien wurden entweder direkt von Platten oder aus Glycerinstamm-
kulturen mittels einer sterilen Pipettenspitze oder einer Impfose angeimpft. Erlaubte das zu
amplifizierende Plasmid die Selektion durch ein Antibiotikum, wurde dies in einer Konzentra-
tion von 200 pg/ml (Ampicillin) bzw. 50 ug/ml (Kanamycin) zugegeben. Die Kulturen wurden
tber Nacht bei 37 °C und 250 Upm geschiittelt. Die Bakterienernte erfolgte mittels Zentrifu-
gation bei 2700 x g und 4 °C fiir 10 Minuten.

C2.1.2 Herstellung und Transformation kompetenter Zellen

Um DNA in E. coli-Zellen einzuschleusen, mussen diese vorbehandelt, d. h. kompetent ge-
macht werden. Dies wurde nach einer vereinfachten Variante des Protokolls von Cohen et al.
durchgefiihrt (1972). Die Transformationseffizienz der so préparierten Bakterien betragt
normalerweise 5 x 10° bis 1 x 10° transformierter Kolonien pro Mikrogramm eingesetzter
Plasmid-DNA (Sambrook, 2001). Die Bakterien werden dazu in einer eiskalten Losung aus
Calciumchlorid (CaCl,) und Magnesiumchlorid (MgCl,) inkubiert.

Die E. coli-Stimme wurden hierzu auf 2 x YT-Agarplatten vereinzelt und liber Nacht bei
37 °C inkubiert. Danach wurde mit einer Einzelkolonie in 25 ml LB-Medium eine weitere
Ubernachtkultur angesetzt. Am nichsten Morgen wurde diese in 250 ml vorgewirmtes LB-
Medium in einem Fernbachkolben inkubiert, wobei alle 20 Minuten die optische Dichte bei
600 nm (0D, ) photometrisch bestimmt wurde. Sobald die Kultur eine OD,, von 0,4 erreicht

600 600
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hatte, wurden 75 ml warmes Medium dazugegeben und fiir weitere 30 Minuten inkubiert.
Alle folgenden Schritte wurden nun bei 4 °C ausgefiihrt. Die Zellen wurden in Zentrifugen-
bechern 10 Minuten bei 2700 x g zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig abgegossen.
AnschlieBend wurde das Sediment in 87,5 ml eiskalter 100 mM MgCl,-Lésung resuspendiert
und 5 Minuten auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation unter obigen Bedingungen
wurden die sedimentierten Bakterien in 17,5 ml einer 100 mM CaCl-Lésung gewaschen,
wobei diesmal 20 Minuten auf Eis inkubiert wurde. AbschlieBend wurden die Bakterien in
3,5 ml einer Glycerol/CaCl,-Losung (85 % Glycerol/15 % CaCl,) resuspendiert, a 50 ul in
1,5 ml ReaktionsgefaBen aliquotiert und bei -80 °C aufbewahrt.

Die Methode, mit deren Hilfe exogene DNA in den Interzelluldarraum von Bakterien gelangt
und dort sowohl exprimiert als auch repliziert werden kann, hei3t Transformation. Die
kompetenten E. coli werden mit B-Mercaptoethanol behandelt und nach Zugabe von
Plasmid-DNA kurz auf 42 °C erhitzt, wodurch die Plasmid-DNA aufgenommen werden kann.

Dazu wurden die bei -80 °C gelagerten Aliquots kompetenter E. coli auf Eis aufgetaut,
1 pl B-Mercaptoethanol dazu pipettiert und 10 Minuten auf Eis inkubiert, wobei alle
2 Minuten durch Antippen des ReaktionsgefdBes der Ansatz gemischt wurde. Nach Zusatz
von 1 ng zirkuldrer Plasmid-DNA bzw. 2 — 6 pl Ligationsansatz wurde die Suspension noch-
mals gemischt und fiir weitere 30 Minuten auf Eis gestellt. Fir den eigentlichen »Hitze-
schock« wurde die Losung nun 45 Sekunden in einem Wasserbad auf 42 °C erhitzt und
danach sofort wieder auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 450 pl SOC-Medium (Raum-
temperatur) wurde das fest verschlossene 1,5 ml ReaktionsgefaB fiir 1 Stunde bei 37 °C und
250 Upm geschiittelt. Dieser Ansatz wurde in zwei unterschiedlich groBen Aliquots auf
2 x YT-Agar-Platten ausgestrichen, um singuldre Kolonien nach Bebriitung zu gewahrleisten
(50 bzw. 450 pl des Ansatzes). Die Bakterienkulturen wurden tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

C2.1.3 Elektroporation

Eine weitere Technik, um DNA in Bakterien zu bringen, ist die Elektroporation. Die Vorberei-
tung der Zellen ist hier sehr einfach, denn sie besteht nur in Waschschritten mit eiskaltem
Wasser, um die lonenkonzentrationen zu reduzieren.

Die Anzucht der Bakterien erfolgte wie in C2.1.2 beschrieben. Vor der Zentrifugation wurden
jedoch die Zellen im Zentrifugenbecher 15 Minuten auf Eis gestellt und dann fiir 20 Minuten
(4 °C; 2700 x g) zentrifugiert. Das Bakteriensediment wurde zweimal mit je 250 ml hoch-
reinem eiskaltem Wasser gewaschen (resuspendieren, zentrifugieren, Uberstand abgieBen).
Danach erfolgte ein weiterer Waschschritt mit 40 ml 10%iger Glycerinlésung und anschlie-
Bend wurde in 1T ml 10%iger Glycerinlosung resuspendiert. Die so kompetent gemachten
Zellen wurden a 50 pl in 1,5 ml ReaktionsgefdBen aliquotiert und bei -80 °C aufbewahrt.

Bei der Elektroporation gelangt die DNA in den Intrazelluldarraum, indem den Bakterien ein
StromstoB3 versetzt wird. Der Vorteil gegeniiber anderen Transformationsmethoden ist, dass
grundsatzlich eine hohere Effizienz erreicht wird.
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Auch hier war die Vorgehensweise dhnlich der des »Hitzeschocke-Protokolls (s. C2.1.2). Nach
Auftauen der E. coli und Zugabe der DNA wurde die Suspension vorsichtig gemischt und in
eine gekiihlte Elektroporationskiivette pipettiert. Nach Abtrocknen wurde sie in den
Kiivettenhalter des Elektroporationsapparates gestellt und einem Strompuls (Parameter:
Kapazitat: 25 pF; Spannung: 2,5 kV; Widerstand: 200 Q) ausgesetzt. AnschlieBend wurden
sofort 450 ul SOC-Medium (Raumtemperatur) dazugegeben. Das einstiindige Schiitteln der
Suspension, das Ausstreichen und das weitere Vorgehen erfolgten analog der »Hitzeschock«-
Transformation.

C2.1.4 Isolierung von Plasmid-DNA

PRINZIP

Bei der Plasmidisolierung werden die Bakterien zerstort, um die amplifizierten Plasmide zu
gewinnen. Die analytische Plasmidpraparation (»Mini«-Préparation) hat zum Zweck, nach
einer Transformation mehrere (6 — 12) Kolonien dahingehend zu untersuchen, ob sie das ge-
wiinschte Plasmid enthalten. Daflir werden jeweils 1,5 ml Kultur angeimpft, aus denen ca.
5 ug DNA isoliert werden konnen. Bei der praparativen Plasmidpraparation (»Maxi«-Prapara-
tion) soll aus einer Einzelkolonie, die das korrekte Plasmid enthilt, eine groBe Menge an
Plasmid gewonnen werden. Daflir werden 100 ml (high copy plasmid) bzw. 200 ml (low copy
plasmid) Kultivierungsmedium mit einer Bakterienkolonie angeimpft. Nach Inkubation ber
Nacht lassen sich hierbei bis zu 800 pg Plasmid-DNA gewinnen.

Beide Praparationen beruhen auf dem Prinzip der alkalischen Lyse nach Birnboim und Doly,
(1979), gefolgt von unterschiedlichen Waschschritten. Da die »Mini«-Préparation nur fiir
einen analytischen Verdau verwendet wurde, gentigte zur Reinigung eine Ethanolféallung. Die
DNA aus der »Maxi«-Praparation dagegen wurde meist zur Transfektion und zur weiteren
Klonierung eingesetzt und musste deshalb hochrein sein. Da bakterielle Endotoxine, auch
bekannt als Lipopolysaccharide (LPS), insbesondere die Transfektion von DNA in priméren
Zellen (z. B. hMSC) beeinflussen und dabei die Transfektionseffizienz herabsetzen, wurde fiir
alle zu diesem Zweck durchgefiihrten Praparationen das EndoFree Plasmid Maxi Kit der Fa.
Qiagen, Hilden verwendet.

DURCHFUHRUNG DER »MINI«-PRAPARATION

Fir die analytische Praparation wurden 1,5 ml einer Ubernachtkultur in 1,5 ml Reaktions-
gefiBe Giberfiihrt und durch Zentrifugation geerntet. Der Uberstand wurde abgenommen und
das restliche Medium auf einem Papiertuch abgeklopft. Das Sediment wurde mit 100 pl eis-
kalter Losung 1 (25 mM Tris-Cl, pH 8, 10 mM EDTA, pH 8, 50 mM Glucose) homogenisiert.
Dazu wurde 200 pl frisch hergestellte Losung 2 (0,2 N NaOH, 1 % SDS) pipettiert, finfmal
invertiert und mit 150 pl eiskalter Losung 3 (3 M Kaliumacetat, pH 4,8) invertiert und
3 - 5 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde 5 Minuten bei 14.000 x g und 4 °C
zentrifugiert. Der die Plasmid-DNA enthaltende Uberstand wurde in ein 1,5 ml Reaktions-
gefal gegeben, in dem 800 ul Ethanol (abs.) vorgelegt worden waren, um die DNA zu féllen.
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Nach Mischen und 5 Minuten Inkubation wurde erneut unter obigen Bedingungen zentri-
fugiert. Das Sediment wurde in 1 ml 70%igem Ethanol gewaschen, nochmals 2 Minuten
zentrifugiert, luftgetrocknet und in 50 pl TE-Puffer (100 mM Tris-Cl, pH 8, 10 mM EDTA,
pH 8), der 20 ug/ml RNase A enthielt, gelost.

DURCHFUHRUNG DER »MAXI«-PRAPARATION

Die praparative Plasmidprdparation wurde mit dem EndoFree Plasmid Maxi Kit der Fa. Qiagen,
Hilden nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Das detaillierte Protokoll ist unter
www.giagen.com abrufbar, weshalb hier nur das prinzipielle Vorgehen erldutert wird: Nach
der Lyse wurden die genomische DNA sowie Zellwandbestandteile durch einen Zentri-
fugationsschritt sedimentiert und die im Uberstand enthaltene Plasmid-DNA nun an ein
Tragermaterial (Anionen-Austausch-S3ule) gebunden. Die Zugabe eines speziellen Puffers,
der Isopropanol und Polyethylenglykoloktylphenylether enthdlt, verhindert dabei, dass im
Lysat vorhandene Endotoxine an die Anionen-Austausch-Sdule binden konnen. Durch
Waschen wurden Verunreinigungen (RNA, Proteine und niedermolekulare Stoffe) entfernt.
Die Elution der Plasmid-DNA erfolgte unter Hochsalzbedingungen mit anschlieBender Pra-
zipitation durch Isopropanol. Das in der gefdllten DNA enthaltene Salz wurde durch Waschen
mit 70%igem Ethanol entfernt.

C2.1.5 Reinigung, Konzentrierung und Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Extraktion, Reinigung und Konzentrierung von DNA z. B. aus enzymatischen Reaktions-
ansatzen erfolgte durch Ethanolfallung. Hierbei wurden die DNA-haltigen Ldsungen mit
0,1 Volumen 3 M Natriumacetat-Losung (pH 5,2) versetzt und gut gemischt. Durch Zugabe
von 2,5Volumen eiskaltem Ethanol (abs.) wurde die DNA prazipitiert und nach einer
Inkubation von 15 Minuten bei -20 °C durch Zentrifugation (14.000 x g; 30 Minuten; 4 °C)
sedimentiert. AnschlieBend wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen und erneut wie oben
beschrieben sedimentiert.

Die Konzentrationsbestimmung Nukleinsdure-haltiger Losungen erfolgte photometrisch. Ein
Absorptionswert von 1 (gemessen bei A = 260 nm, dem Absorptionsmaximum von Nuklein-
sduren und 1.cm Schichtdicke der Kiivette; A, ) entspricht einer Konzentration von
50 ug/ml bei doppelstrangiger (ds)DNA, 40 ug/ml bei RNA und 37 pg/ml bei einzelstrangiger
DNA.

Es wurde darauf geachtet, dass die Ratio A A, zwischen 1,7 und 2,0 (bei DNA) bzw.
zwischen 1,8 und 2,2 (bei RNA) lag, so dass jeweils von einer proteinfreien Losung
ausgegangen werden konnte.

260nm/

Fiir doppelstrangige DNA gilt bei der Umrechnung von ug/pl in pmol/ul folgende Formel:

Konzentration pmol — Konzentration| *9 |x10° = Nukleotidléinge(bp)x660“—g
ul ul pmol
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C2.1.6 Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Enzyme, die spezifische, meist palindromische 6 bis 12 bp lange Sequenzen in der dsDNA
erkennen und dort an definierter Position die Phosphodiesterbriicken spalten, werden
Restriktionsendonukleasen (RE) genannt. Hierbei wird unterschieden zwischen Enzymen, die
Zu einem 5'- oder3'—Uberhang flihren (sticky end) und solchen, deren Spaltung keinen
Nukleotidiiberhang generiert (blunt end). Die Enzymaktivitat von RE wird in Units angegeben.
Ein Unit ist definiert als die Menge an Enzym, die notig ist, um 1 pg DNA des Phagen Lambda
in einer Stunde unter optimalen Reaktionsbedingungen zu spalten. So berechnet sich also die
Anzahl der fiir einen Verdau notigen Units folgendermaBBen, wobei der A-Wert fir jedes
Enzym spezifisch ist (s. auch www.neb.com):

Units Gro"Be des A —Phagen (bp) y Sch.nlttsteller.w im Substrat « DNA —Menge (g)
GroBe des Substrats (op)  Schnittstellenim A —Phagen

In dieser Arbeit wurde die Restriktion zu zwei verschiedenen Zwecken verwendet: zum einen,
um Plasmid-DNA zu analysieren, und zum anderen, um praparative Spaltungsansatze durch-
zuflihren. Letzteres bedeutet, dass hier die entstandenen DNA-Fragmente zur weiteren
Klonierung eingesetzt wurden.

Bei einem partiellen Verdau geht es darum, dass ein Enzym, das mehrere Spaltstellen in der
Zielsequenz erkennt, nur eine davon restringieren soll. Da die Enzymaktivitat abhangig ist von
der Enzymmenge und der Zeit, kann man diese beiden Parameter variieren, um einen unvoll-
standigen Verdau zu erhalten, welcher anschieBend mittels Agarose-Gel-Elektrophorese
analysiert wird.

Die Kreuzrestriktion ist eine Variante des prdparativen Verdaus. Es ist bekannt, dass RE
schlechter schneiden, wenn die Erkennungssequenzen fir zwei RE an Enden von DNA-
Sequenzen oder sehr nahe beieinander liegen. Wenn man einen Vektor in der MCS mit zwei
verschiedenen RE schneidet, kann auf dem Gel nicht Uberpriift werden, ob die Restriktion
vollstdndig war. Deshalb wird an dieser Stelle ein Verdau »iiber Kreuz« empfohlen, bei dem
der Vektor zunachst mit der einen RE, und nach einer Ethanolfdllung mit der anderen RE ge-
schnitten wird. In einem zweiten Ansatz geschieht dasselbe, nur dass hier die Reihenfolge der
Enzyme vertauscht wird. Zur Kontrolle des ersten Verdaus wurden 5 % des Restriktions-
ansatzes nach Ablauf der Inkubation entnommen und auf ein analytisches Gel aufgetragen,
um die Spaltungseffizienz der jeweiligen RE zu liberpriifen.

Restriktionen wurden unter den von den Herstellern der Enzyme (Roche, Mannheim bzw.
New England Biolabs, USA) empfohlenen Pufferbedingungen und optimalen Temperaturen
durchgeflihrt. Fiir den analytischen Verdau wurden 1 ug DNA eingesetzt und 1 — 2 Stunden
verdaut, beim praparativen 2,5 pmol DNA und die Inkubationszeit mit der RE entsprechend
verldngert (2 — 12 Stunden). Die Anzahl der bendétigten Units des Restriktionsenzyms wurde
nach obiger Formel errechnet und nach Zugabe des jeweiligen Puffers ebenfalls der Reaktion
zugegeben. Dabei wurde darauf geachtet, dass das Enzym konservierende Glycerol nicht mehr
als 10 % des Gesamtansatzes betrug. Die Reaktion konnte entweder durch Einfrieren bei
-20 °C oder durch eine Ethanolfillung (s. C2.1.5) gestoppt werden.
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C2.1.7 Agarose-Gel-Elektrophorese zur Trennung von DNA-Fragmenten

Mit der Agarose-Gel-Elektrophorese kann man DNA-Fragmente verschiedener Linge der
GroBe nach auftrennen. Durch einen Vergleich mit einem DNA-Gemisch definierter
Fragmentlangen, die als Marker oder auch Leiter bezeichnet werden, kann so die Lange und
die Menge der Proben-DNA detektiert und abgeschatzt werden. Diese Methode wird in der
Molekularbiologie zur Analyse, ldentifizierung und Isolierung von DNA-Fragmenten verwen-
det. In dieser Arbeit wurden analytische und praparative Gele verwendet. Letztere dienen
dem Zweck, bestimmte DNA-Fragmente nach enzymatischen Reaktionen zu isolieren und zu
reinigen, um sie zur weiteren Klonierung einsetzen zu kénnen.

Fiir die Gele wurde die Agarosekonzentration zwischen 0,5 und 3 % variiert, und zwar
indirekt proportional zur FragmentgroBe. Die Agarose wurde in 1 x TAE-Puffer (40 mM Tris,
20 mM Natriumacetat, 2 mM EDTA, mit Eisessig auf pH 8,3 eingestellt) suspendiert, durch
Kochen solubilisiert und zur Gelierung in einen Gelschlitten gegossen, in dem ein Kamm fiir
die Auftragstaschen gesteckt war. Zur Visualisierung der Nukleinsduren im UV-Licht wurde
der Agarose-Losung 1 ug/ml Ethidiumbromid zugesetzt. Die benutzten Gelvolumina betrugen
je nach Probenvolumen und Probenzahl 60, 80 oder 120 ml. Nach Erstarren wurde das Gel
mitsamt dem Schlitten in eine Horizontal-Gel-Apparatur gestellt und mit 1 x TAE Laufpuffer
bedeckt. Vor Auftrag wurden die Proben mit 1/10 Volumen 10 x Auftragspuffer versetzt. Die
elektrophoretische Auftrennung der Nukleotide erfolgte bei einer Feldstarke von 5 bis 7 V/cm
uber eine Dauer von 1 — 3 Stunden. Die aufgetrennten DNA-Fragmente wurden unter UV-
Licht (302 nm) betrachtet und photographisch bzw. digital dokumentiert.

C2.1.8 Isolierung von DNA aus Agarose-Gelen

Um bestimmte DNA-Fragmente nach enzymatischen Reaktionen zu isolieren und zu reinigen,
wurde eine praparative Gel-Elektrophorese durchgefiihrt. Nach Auftrennung der DNA erfolgte
die Exzision der jeweiligen Bande unter UV-Licht mittels eines sterilen Skalpells. Die weitere
Aufreinigung und Isolation der DNA aus dem Agarose-Gel wurde unter Zuhilfenahme des
QlAquick Gelextraktions-Kits der Fa. Qiagen, Hilden durchgefiihrt. Dazu wurde das Gelstlick
zunachst verflissigt und die darin enthaltene DNA an eine Silicamembran gebunden, auf der
sie gewaschen werden konnte. Nach Elution wurde sie wie in C2.1.5 beschrieben photo-
metrisch vermessen.

C2.1.9 Ligierung von DNA-Fragmenten

Das Ziel einer Ligation liegt darin, zwei DNA-Fragmente mit kompatiblen Enden bzw. ohne
Nukleotidiiberhang miteinander zu verbinden. Meist handelt es sich hier um ein Vektorriick-
grat, in das ein DNA-Fragment (Insert) eingefiigt werden soll. Dabei wird unterschieden, ob
die Enden Uberhinge haben oder nicht.
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Im Allgemeinen enthielt ein Ligationsansatz (Endvolumen 10 pl) 1 ul des vom Hersteller mit-
gelieferten 10 x Puffers, 400 U T4-DNA-Ligase (400 U/pl) der Fa. NEB, USA und 300 ng
Gesamt-DNA, wobei auf einen drei- bis fiinffachen molaren Uberschuss des Inserts (a in der
Formel) geachtet wurde. Zur Berechnung der DNA-Mengen habe ich in dieser Arbeit folgende
Formeln entwickelt:

Menge des Inserts (ng) =ax {300 ng -+ {GroBe des Vektor (bp) + a}}

GroBe des Inserts (bp)

Menge des Vektors (bp) = 300ng—MengedesInserts (ng)

Der Ansatz wurde fiir 16 Stunden bei 4 °C (sticky ends) bzw. 16 °C (blunt ends) inkubiert und
anschlieBend sofort zur Transformation eingesetzt. Als Religationskontrolle wurden 300 ng
des Vektors ohne Insert unter denselben Bedingungen ligiert und transformiert.

C2.1.10 Auffiillreaktion mit DNA-Polymerase | (Klenow)

Wenn zwei zu ligierende DNA-Fragmente keine kompatiblen Enden haben, weil sie mit unter-
schiedlichen Restriktionsendonukleasen (s. C2.1.6) geschnitten wurden, kommt das Enzym
DNA-Polymerase | (Klenow) zum Einsatz. Seine Polymerase-Aktivitdt wird ausgeniitzt, um
5'-Uberhinge aufzufiillen und sog. blunt ends zu generieren. So werden passende Enden fiir
eine Ligation geschaffen. Fiir den Ansatz wurde die geschnittene und durch Ethanolfdllung
gereinigte DNA mit 1/10 Volumen des vom Hersteller mitgelieferten 10 x Puffers, mit 33 uM
dNTPs-Gemisch (dATP, dCTP, dGTP und dTTP) und 1 Unit Klenow-Enzym (c = 5 U/ul) pro pg
eingesetzter DNA fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und die Reaktion durch Ein-
frieren bei =20 °C oder Ethanolfallung gestoppt.

C2.1.11 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Diese enzymatische Reaktion wird ausgeflihrt, um Religationsreaktionen zu verhindern, ins-
besondere bei der ungerichteten Klonierung, d. h. wenn das Insert in zwei verschiedene
Richtungen eingefiigt werden kann. Dabei wird die Phosphatgruppe am 5°-Ende des Vektors
entfernt. Ohne diese kann der Vektor nicht mit sich selbst ligieren. Das Ligationsprodukt aus
Vektor und Insert weist dadurch zwar Einzelstrangbriiche auf, kann aber trotzdem trans-
formiert werden. Im Allgemeinen enthielt ein Dephosphorylierungsansatz durch Ethanol-
fallung gereinigte DNA-Fragmente, 1/10 Volumen des vom Hersteller mitgelieferten
10 x Puffers und 1 Unit Alkalische Phosphatase (c = 1 U/ul) pro pmol eingesetzter DNA. Die
Reaktion fand bei 37 °C fiir 1 Stunde statt und wurde durch Einfrieren bei -20 °C beendet.
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C2.1.12 PCR-Amplifikation von DNA

Die Polymerase-Kettenreaktion (Saiki et al., 1988) wurde in dieser Arbeit genutzt, um be-
stimmte DNA-Abschnitte zu amplifizieren, um sie zur weiteren Klonierung zu verwenden.
Dabei wurde mit modifizierten Primern gearbeitet, die zusatzlich zu der zur Matrize kom-
plementaren Sequenz einen fir ein Restriktionsenzym spezifischen Abschnitt enthielten.
Diese wurden von der Fa. MWG Biotech, Ebersberg bezogen und vor Gebrauch in H,0
resuspendiert und photometrisch vermessen (s. C2.1.5). Ein typischer PCR-Ansatz (50 pl) ent-
hielt < 1,0 ng DNA-Matrize, je 0,2 uM der entsprechenden Primer, 0,2 mM dNTP-Gemisch,
2 mM MgCl,, 5 ul 10 x PCR-Reaktionspuffer und 2,5 U Tag-DNA-Polymerase. Das gewahlte
Temperaturprofil wurde fiir die einzelnen Anwendungen optimiert. Die hergestellten PCR-
Amplifikate wurden entweder {ber praparative Agarose-Gel-Elektrophorese (s. C2.1.7)
gereinigt oder direkt zur Topo-TA-Klonierung verwendet (s. C2.1.13).

C2.1.13 Topo-TA-Klonierung

LIGATION

Das Prinzip der Topo-TA-Klonierung wurde bereits eingehend in Abschnitt C1.2.7 beschrie-
ben. Zur Ligation wurde ein Reaktionsansatz aus 2 pl frischem PCR-Produkt, 1 pl Salzlésung,
2 ul Aqua dest. und 1 pl pCR2.1-TOPO angewandt.

Nach einer Inkubation von 5 Minuten bei Raumtemperatur wurden 2 pl des Ligationsansatzes
wie in C2.1.2 beschrieben transformiert.

»BLAU-WEIB-SELEKTION«

Die »Blau-WeiB3-Selektion« bietet die Mdglichkeit, nach der Transformation anhand der Farbe
der Kolonien die positiven Klone zu identifizieren. Sie beruht auf der Grundlage der
a-Komplementation, wobei das Markerenzym B-Galactosidase gebildet wird. Die Generierung
von B-Galactosidase ist nur dann mdglich, wenn die zur Transformation verwendeten
Bakterien den C-terminalen Bereich dieses Enzyms, das sog. o-Fragment (lacZAM15) auf
dem bakteriellen Chromosom enthalten und auf dem transformierten Vektor das a-Fragment
(LacZ o) kodiert ist. In dieses Gen ist die MCS eingebettet (s. Abb. 9). Das bedeutet, dass im
Falle einer erfolgreichen Insertion des PCR-Produktes keine aktive Form der 3-Galactosidase
gebildet werden kann. Denn nur unter Erhalt eines intakten a-Fragmentes kann das Substrat
X-Gal durch die B-Galactosidase hydrolysiert werden. Dabei entsteht der entsprechende
Zucker und unter Sauerstoff-Einfluss eine Indigoverbindung. Dadurch sind Kolonien, die kein
Insert tragen, blau gefarbt. Falls der zur Transformation eingesetzte Bakterienstamm zusétz-
lich den Lac Repressor exprimiert (/acl), muss durch Zugabe von Isopropyl-B-D-
thiogalaktopyranosid (IPTG) die B-Galaktosidase-Aktivitdt induziert werden. Dazu werden auf
Ampicillin-haltigen 2 x YT-Agar-Platten vor Ausstreichen der transformierten Bakterien
4 umol IPTG (200 mM) und 1,6 mg X-Gal (20 mg/ml X-Gal geldst in Dimethylformamid) aus-
plattiert.
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C2.1.14 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung der DNA erfolgte nach der Kettenabbruch-Methode (Sanger et al., 1977).
Die Cycle-Sequencing-Reaktion und die Analyse wurden von der Fa. Sequence Laboratories,
Gottingen durchgefiihrt. Die Auswertung der Sequenzierungsergebnisse wurde jeweils durch
Abgleich mit der Originalsequenz vorgenommen.

C2.1.15 RNA-Isolation

Die RNA-Isolation erfolgte mit Hilfe des RNeasy Mini Kits der Fa. Qiagen, Hilden. Zur Isolation
wurden die Zellen lysiert und die RNA selektiv an eine Silica-Gel-Membran gebunden. Nach
mehreren Waschschritten wurde die Elution mittels RNase-freien Wassers durchgeftihrt. Fir
die Homogenisierung der lysierten Zellen, also die Scherung der genomischen DNA und zur
Herabsetzung der Viskositat, wurde eine Q/Ashredder-Saule der Fa. Qiagen, Hilden benutzt,
wobei eine gleichzeitige Inaktivierung der RNasen durch das im Lyse-Puffer enthaltene
Guanidiniumisothiocyanat gewdahrleistet wurde. Die mit diesem Verfahren isolierten RNA-
Molekiile weisen eine Lange von > 200 Nukleotiden auf. Das bedeutet, dass 5S rRNA,
5,8 S rRNA und tRNAs, welche ca. 15 bis 20 % der Total-RNA darstellen, im Eluat nicht ent-
halten sind. Zusatzlich musste ausgeschlossen werden, dass im Probenansatz mdglicherweise
noch Plasmid-DNA enthalten war. Aus diesem Grund wurde ein DNase-Verdau des Ansatzes
vorgenommen.

C2.1.16 cDNA-Synthese fiir die quantitative RT-PCR

Das Umschreiben der mRNA in cDNA erfolgte unter Zuhilfenahme des 7st Strand cDNA
Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) der Fa. Roche, Mannheim. Hierbei binden Oligo-dT-Primer
spezifisch an die fiir mRNA charakteristische Poly-A-Sequenz an deren 3'-Ende. Dadurch
wird die selektive Verwendung der mRNA als Matrize fiir die cDNA-Synthese gewahrleistet.
Andere in dem Total-RNA-Pool der durch die RNeasy-Mini Préparation (s. C2.1.15) ent-
haltenen RNA-Spezies kdnnen somit nicht in die anschlieBende reverse Transkription ein-
flieBen. Die Reaktion selbst wird dabei durch die Reverse Transkriptase des Avian Myelo-
blastosis Virus (AMV) vermittelt.

Als Ausgangsmaterial diente Total-RNA, die mit Hilfe des RNeasy-Mini Kits der Fa. Qiagen
gewonnen wurde. Fiir die cDNA-Synthese wurden 250 ng bzw. 1 ug DNase-behandelte Total-
RNA eingesetzt. Da das RNA-Volumen nur maximal 8,2 ul betragen durfte, musste es ge-
gebenenfalls mit Hilfe einer Vakuum-Zentrifuge auf das gewiinschte Volumen eingeengt
werden. Eine primdre 15-miniitige Denaturierung der RNA-Sekundarstrukturen wurde im
PCR-Multicycler bei 65 °C durchgefiihrt, woraufhin die Proben vor Zugabe der restlichen
Komponenten 5 Minuten auf Eis inkubiert wurden. AnschlieBend wurden die fiir die cDNA-
Synthese erforderlichen Komponenten wie folgt in einem Gesamtvolumen von 11,8 ul zuge-
geben:

MATERIAL UND METHODEN | 39



Reagenz Volumen Endkonzentration
Reaktionspuffer 2 ul

MgCl, (25 mM) 4 ul 5mM
dNTPs (je 10 mM) 2 ul je1mM
Oligo-dT-Primer (0,8 ug/ul) 2 ul 0,08 pg/ul
RNase-Inhibitor (50 U/ul) 1 ul 2,5 U/l
AMV Reverse Transkriptase 0,8 ul =1 U/l

Die reverse Transkription erfolgte 1 Stunde bei 42 °C, nachdem zuvor eine zehnminiitige
Inkubation bei 25 °C fiir das Anlagern der Oligo-dT-Primer vorangegangen war. Zum Schluss
wurde die Reverse Transkriptase denaturiert (5 Minuten; 99 °C). Die so erhaltene cDNA
konnte bei -20 °C fiir einen ldngeren Zeitraum ohne Qualitatsverluste aufbewahrt werden.

C2.1.17 Quantitative RT-PCR

Mit dieser Methode kann die Kopienanzahl von mRNA-Molekiilen aus Zellen sehr genau be-
stimmt werden. Durch Zugabe eines Fluoreszenzfarbstoffes, der in dsDNA interkaliert, kann
wahrend einer durchgefiihrten Polymerasekettenreaktion unter Zuhilfenahme eines ent-
sprechenden Detektors die bei den einzelnen PCR-Zyklen jeweils entstandene Produktmenge
quantifiziert werden. Aus diesem Grund wird diese Methode auch als quantitative real time
(RT)-PCR bezeichnet. Die Quantifizierung der eingesetzten Matrize gelingt Gber die Kor-
relation zwischen Produktmenge und Fluoreszenz. In der vorliegenden Arbeit wurden die
quantitativen DNA-Bestimmungen mittels des LightCyclers der Fa. Roche, Mannheim durch-
geflihrt. Der verwendete fluoreszierende Farbstoff SybrGreen | interkaliert in die bei jedem
PCR-Zyklus entstehenden dsDNA-Produkte. Mit zunehmender Zyklenzahl — und damit
einhergehend steigenden Mengen an spezifischem amplifizierten Produkt — kann nun die
Zunahme der Fluoreszenz mit Hilfe des LightCycler-Systems detektiert und aufgezeichnet
werden. Gleichzeitig erfolgt die Bestimmung mehrerer Proben in unterschiedlichen Ver-
diinnungsstufen mit genau definierter Kopienzahl. Hierdurch kann eine Standardkurve gene-
riert werden, anhand derer die urspriingliche Kopienzahl in der zu analysierenden Probe
bestimmt werden kann. Da SybrGreen | nicht nur in spezifische Produkte, sondern auch in
Primerdimere und doppelstrangige Nebenprodukte interkaliert, erfolgte im Anschluss an die
quantitative RT-PCR ein Nachweis der Spezifitdt der generierten Produkte liber die Schmelz-
kurvenanalyse. Die PCR-Bedingungen im LightCycler richteten sich nach den Angaben des fiir
die RT-PCR bendétigten Primerset-Herstellers Search-LC (www.search-LC.de).

Unabhingig von der Menge der fiir die cDNA-Synthese eingesetzten RNA (s. C2.1.16), wurde
jeweils 1 ul der cDNA-L6sung mit Aqua dest. auf 10 pl aufgefiillt. Dieses Volumen wurde in
die dafiir vorgesehenen LightCycler-Glas-Kapillaren pipettiert und mit 10 pl eines PCR-
Ansatzes erganzt, was zu einem Gesamtvolumen von 20 pl pro Kapillare fiihrte. Der PCR-
Ansatz setzte sich aus 6 pl Aqua dest. jeweils 2 ul Primer Set und Light-Cycler FastStart DNA
Master SYBR Green | der Fa. Roche, Mannheim zusammen, das neben SybrGreen | die DNA-
Polymerase, den PCR-Puffer und die dNTPs enthielt. MgCl, lag in allen Ansédtzen in einer End-
konzentration von 1 mM vor. AbschlieBend wurden die Kapillaren mit einem Plastikstopfen
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verschlossen und 4 Minuten bei 660 x g und 4 °C zentrifugiert, um die Losung mit einem
Gesamtvolumen von 20 ul in die Spitze der Kapillaren zu transferieren. Dann wurden die
Kapillaren in das dafiir vorgesehene Karussell gesteckt und in die LightCycler-Apparatur ge-
stellt. Die PCR-Bedingungen blieben bei allen Experimenten unverdndert. Nach einer
Anfangsdenaturierung (95 °C; 15 Minuten) folgte ein Zyklus bestehend aus Denaturierung
(95 °C; 10 Sekunden), Annealing (68 °C; 10 Sekunden) und Elongation (72 °C; 16 Sekunden),
welcher 44-mal wiederholt wurde. In jedem LightCycler-Lauf wurden Kontrollen mitgefiihrt,
wobei humane cDNA als Positiv- und Aqua dest. als Negativkontrolle dienten.

C2.2 Zellbiologie

C2.2.1 Kultivierung und Konservierung von hMSC

Die Kultivierung von hMSC gestaltet sich als wesentlich schwieriger und teurer als die von
ublichen Tumorzelllinien. Das Problem liegt vor allem darin, dass Stammzellen nach einer
gewissen Anzahl von Teilungen und bei einem bestimmten Konfluenzgrad (s. Abb. 25a) zu
differenzieren beginnen und damit einhergehend der Zellzyklus deutlich langsamer wird. Alle
Arbeiten mit hMSC, auf die eine weitere Kultivierung folgte, wurden unter sterilen Bedin-
gungen unter der Laminar Flow durchgeflihrt. Die adhdrenten Zellen wurden zweimal pro
Woche nach Absaugen des verbrauchten Mediums mit frischem, auf 37 °C temperiertem
Stammzellwachstumsmedium versorgt, das basierend auf dem humanen Stammzell-Basal-
medium (MSCBM, mesenchymal stem cell basal medium) der Fa. Cambrex, USA folgende
Zusatze enthielt: Komplettiert wurden 440 ml Basalmedium mit 50 ml fétalem Kélberserum
(fetal bovine serum, FBS), 10 ml L-Glutamin (200 mM) und 0,5 ml Penicillin/Streptomycin
(MSCGM Single Quot, Cambrex, USA). Die Inkubation erfolgte in einem CO,-Brutschrank
(5 9% CO,) bei 37 °C und 90 % relativer Luftfeuchtigkeit.

Hatten die Zellen einen optischen Konfluenzgrad von maximal 90 % erreicht, wurden sie
mittels Trypsinierung von ihrer alten Kulturflache gel6st und fiir weitere Versuche ausgesat
oder eingefroren. Fiir die Trypsinierung wurde das Medium entfernt und die Zellen mittels
einer Phosphat-gepufferten Salzlésung (PBS), welches frei von Mg*'- und Ca**-lonen war, ge-
waschen. Das Volumen entsprach dabei der Menge des Mediums, das zur Kultivierung ver-
wendet wurde. Zum einen wurden dadurch Mediumriickstinde entfernt, die eine Inakti-
vierung des Trypsins zur Folge hatten. Zum anderen wurde die Anzahl zweifach positiv gela-
dener lonen, die in einem Chelatkomplex die Inaktivierung der in der Trypsin/EDTA-LGsung
befindlichen Etyhlendiamintetraacetat-Molekiile bewirkt hatten, minimiert.

Nach Abnahme des PBS wurde dieses durch Trypsin/EDTA-LGsung ersetzt, wobei jeweils ein
Filinftel der Mediummenge verwendet wurde. Die Inkubationszeit betrug maximal 8 Minuten.
Durch Klopfen und zusatzliche Inkubation im CO,-Brutschrank bei 37 °C konnte das Abldsen
der adhdrenten Zellen beschleunigt werden. Durch die Zugabe des doppelten Volumens von
hMSC-Medium wurde diese Reaktion gestoppt. AnschlieBend wurde die Anzahl der Zellen mit
Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Dazu wurden 10 pl Zellsuspension entnommen
und diesem Aliquot 5 pl Trypanblau zugegeben. Gezdhlt wurde lediglich die Anzahl der
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vitalen Zellen, also derer, die sich nicht mit dem Farbstoff anfiarbten. Hierfiir wurde die
Anzahl der Zellen in den vier Feldern der Kammer bestimmt, wobei ein Feld 0,1 pl entsprach.
Diese Zahl wurde mit dem Verdiinnungsfaktor 1,5 multipliziert und auf 1 Milliliter hoch-
gerechnet. Die Zellsuspension selbst wurde in der Zeit zum vollstandigen Entfernen des
Trypsin/EDTA-Gemischs in einem 15 ml-Falkonr6hrchen zentrifugiert (5 Minuten; 600 x g;
20 °C). Zur weiteren Kultivierung erfolgte die Aufnahme des Zellsediments in dem ent-
sprechenden Volumen an Medium. Bei der Aussaat zur Subkultivierung wurde auf eine Zell-
zahl von 5000 Zellen/cm® geachtet, bei der fiir Transfektionen auf 8000 Zellen/cm® Kultur-
flache der jeweiligen Kavitaten (Tab. 2).

Tab. 2 Kultivierung von hMSC in ZellkulturgefdBen verschiedener GroBe. Die effektive Kulturflache der jeweili-
gen Kavitdten wurde vom Hersteller der Platten Nunc, USA libernommen. Die Anzahl der Zellen bei der Zellernte
entspricht der zu erwartenden Zellzahl, wenn die Zellen eine 90 bis 100%ige Konfluenz erreicht haben.

Kavitit Kulturfliche  Zellernte Medium- DMEM-Volumen
[em2] [x 1000] Volumen zur Transfektion

Zellkulturflasche 75 1125 — 3000 10 ml 1,5 ml

Zellkulturflasche 25 375 — 1000 5 ml 0,5 ml

Zellkulturplatte mit

6 Kavititen 9,6 144 — 384 2 ml 250 ul

Zellkulturplatte mit 3

12 Kavitdten D 52,5 — 140 1 ml 100 pl
Zellkulturplatte mit

24 Kavititen 1.3 28,5 — 760 500 pl 50 pl
Zellkulturplatte mit

48 Kavitaten ol 16,5 — 44 250 pl 25 ul

Zur Kryokonservierung erfolgte die Resuspension des Zellsediments nach Trypsinierung im
Einfriermedium (5 % BSA, 10 % DMSO, 85 % Kulturmedium), wobei auf eine Konzentration
von 500.000 bis 800.000 Zellen/ml geachtet wurde. Jeweils 1 ml Zellsuspension wurde in ein
Einfrierrohrchen gegeben und anschlieBend langsam abgekiihlt: Auf eine zweistiindige
Lagerung bei -20 °C folgte eine Temperierung tber Nacht bei -80 °C, worauf die Ampullen
dann zur endgliltigen Lagerung bei -196 °C in fliissigen Stickstoff gegeben wurden.

Zum Auftauen wurden die Rohrchen mit den gefrorenen Zellen aus dem Stickstofftank
genommen, kurz unter der Laminar Flow gedffnet, um Stickstoffreste entweichen zu lassen,
und 2 Minuten 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 ver-
diinnt und durch Zentrifugation (5 Minuten; 600 x g; 20 °C) von DMSO-Resten befreit. Zur
Kultivierung erfolgte die Resuspension und Aussaat unter o. g. Bedingungen.
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C2.2.2 Transfektion

Das Prinzip der Transfektion wurde bereits in B2.1 beschrieben. Als Transfektionsreagenz
wurde Lipofectamine 2000 verwendet.

Die Auswertung der Transfektion erfolgte je nach Art des Vektors: Zellen, die mit dem
EGFP-Gen transfiziert waren, wurden mittels Fluoreszenzmikroskopie bei einer Wellenlange
von 488 nm gezdhlt. Dabei wurde die Anzahl der fluoreszierenden Zellen bei 200-facher Ver-
groBerung gegen die Anzahl aller im Lichtfeld sichtbaren Zellen normiert. Weitere Auswer-
tungen wie die Luziferase-Aktivitditsmessung (s. C2.2.5), Proliferationsassays (s. C2.2.4) und
die mRNA-Quantifizierung (s. C2.1.17) sind an den genannten Stellen beschrieben.

TRANSIENTE TRANSFEKTION

Zur Transfektion der hMSC mittels Lipofectamine 2000 wurden die Zellen so ausplattiert,
dass die Konfluenz nach Adhdrenz 50 % betrug. Die Transfektion selbst erfolgte an dem dar-
auf folgendem Tag. Dazu wurde das Medium von den Zellen abgenommen und durch frisches
Stammzellwachstumsmedium ersetzt. Die Menge richtete sich dabei nach dem Volumen des
Kultivierungsmediums abziiglich der Menge des Serum-freien DMEM. Pro Kavitdt wurden
nun zwei 5 ml fassende Polystyrol-Réhrchen vorbereitet und die in Tab. 2 angegebene Menge
Serum-freies DMEM vorgelegt. In einem wurde die DNA verdiinnt, im anderen die ent-
sprechende Menge an Lipofectamine 2000. Nach maximal 5 Minuten wurden die beiden An-
satze vereint und fiir weitere 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Innerhalb dieses
Zeitraums konnten sich nun die DNA-Lipidkomplexe formieren, so dass der Ansatz im
Anschluss tropfenweise auf die hMSC gegeben werden konnte. Nach 6-stiindiger Inkubation
(37 °C; 59 CO,) erfolgten die Abnahme des Transfektions-Ansatzes und die Zugabe von
frischem Stammzellwachstumsmedium. Im Falle der induzierbaren Plasmide enthielten alle
Medien die jeweilige Konzentration an Doxycyclin.

KOTRANSFEKTION

Im Prinzip entsprach der Ablauf der Kotransfektion dem der Transfektion. Das Protokoll wich
nur in einem Punkt ab, ndmlich beim Verdiinnen der DNA in DMEM vor dem Vereinen mit
dem Transfektionsreagenz und der Vesikelbildung. Da hier zwei verschiedene Plasmide ver-
wendet wurden, musste zusatzlich auf das Verhaltnis dieser beiden Plasmide zueinander ge-
achtet werden, wobei die Gesamtmenge an DNA der entsprach, wie sie auch fiir eine normale
Transfektion verwendet wurde. In Optimierungsschritten wurden die Plasmid-Verhaltnisse
1:1,1:10 und 10:1 getestet.
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STABILE TRANSFEKTION UND KLONALE EXPANSION

Um stabil modifizierte Zellen zu generieren, wurden die Zellen zundchst wie oben beschrie-
ben transfiziert. 72 Stunden nach Zugabe des Transfektions-Ansatzes wurden die Zellen mit
Trypsin/EDTA abgel6st und gemaB des fiir die Subkultivierung dargestellten Protokolls nach
Zentrifugation und Aufnahme in einer addquaten Menge frischen Stammzellwachstums-
mediums zu gleichen Teilen in einem Verhaltnis von 1:5 subkultiviert, so dass die Aussaat in
einer sehr geringen Zelldichte (ca. 10 %) resultierte. Die Selektion wurde 24 Stunden spater
mit der gepriften Konzentration von Geneticin (200 ug/ml, s.D1.2) im Stammzell-
wachstumsmedium eingeleitet und (iber 16 Tage aufrechterhalten. Dabei erfolgte der
Mediumwechsel und damit zugleich die Abnahme der toten, nicht adhdrenten Zellen im
4-Tagesturnus. Als Kontrolle wurden zugleich nicht-transfizierte Zellen (im gleichen Zell-
kulturplattenformat und gleicher Dichte) unter Antibiotikum-Druck gestellt, um das Uber-
leben nicht stabil transfizierter Zellen nach Ablauf des gewahlten Zeitraums auszuschlieBen.

Durch die Behandlung der transfizierten Zellen mit dem Selektionsantibiotikum nimmt die
Zellzahl in der Regel um mehr als 99 % ab. Da das Ziel der stabilen Transfektion in der Gene-
rierung einer ausreichenden Anzahl von stabil modifizierten Zellen bestand, mussten diese
Zellen unter Bedingungen weiterkultiviert werden, die eine ausreichende Expansion ermdég-
lichten. Um zudem genetisch einheitliche Zellpopulationen herzustellen, musste diese
Expansion mdglichst klonal geschehen. Der Begriff der klonalen Expansion bezeichnet hierbei
die Generierung einer Vielzahl von Zellen ausgehend von einer Ursprungszelle. Dafiir wurden
die Zellen nach vollstandiger Selektion mittels Trypsin/EDTA von dem ZellkulturgefaB abge-
nommen und in einem Verhdltnis von 1:2 in Zellkulturplatten mit einem Durchmesser von
10 cm® subkultiviert. Dies resultierte in einer duBerst geringen Zelldichte (ca. 2 Zellen/cm?),
so dass die Zellen in einem ausreichenden Abstand voneinander klonal expandieren konnten.
Eine mogliche Expansion der Zellen wurde jeden zweiten Tag kontrolliert. Falls dies einge-
treten war, wurde dieser Klon durch selektive Trypsinierung isoliert. Dazu wurden die Zellen
zundchst mit PBS gewaschen und auf das zuvor an der Unterseite der Zellkulturplatten mar-
kierte Feld, auf dem der expandierende Zellklon lokalisiert war, mittels einer gebogenen
Pinzette ein mit Trypsin getranktes Cloning Disc gelegt. Nach 8 Minuten wurde das Cloning
Disc abgenommen und in eine Vertiefung einer 6-Kavitaten-Zellkulturplatte tGberflhrt, in der
2 ml frisches Stammzellmedium vorgelegt worden waren. AnschlieBend wurden die Zellen
unter gewdhnlichen Kultivierungsbedingungen inkubiert und nach zwei Wochen zur weiteren
Expansion in T25-Kulturflaschen tberflihrt.
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C2.2.3 Toxizitatsanalysen von Geneticin und Doxycyclin

In meinem Projekt wurden hMSC mit den Antibiotika Geneticin und Doxycyclin behandelt.
Bei dem ersteren handelt es sich um ein eukaryotisch wirksames Aminoglykosid-Anti-
biotikum, das zur Selektion bei stabiler Transfektion eingesetzt wurde, bei letzterem um ein
potentiell hMSC toxisches, bakteriell wirksames Tetracyclin-Derivat, das zur Induktion der
Transgenexpression bei Verwendung des Tet-On-System herangezogen wurde.

DosIS-WIRKUNGS-ANALYSEN VON GENETICIN

Geneticin blockiert die Proteinbiosynthese durch Hemmung der ribosomalen Funktion. Das
Prinzip der Selektionierung bei stabiler Transfektion beruht auf folgender Grundlage: Durch
Transfektion der Zellen mit Plasmiden, die unter anderem fiir Antibiotika-Resistenzen
kodieren, kdnnen nur die Zellen, die diese dauerhaft exprimieren, lberleben. Legt man den
Selektionsdruck liber einen bestimmten Zeitraum an, wirkt Geneticin zunehmend zytotoxisch
auf transient transfizierte Zellen, da diese dem Abbau der nicht integrierten DNA und damit
der Abnahme der Expression der Neomycinresistenz unterworfen sind. Zur Ermittlung der
Konzentration, die notig ist, um zwischen natiirlicher und erworbener Resistenz gegen eine
bestimmte Dosis von Geneticin zu diskrimineren, wurde eine Zytotoxizitatsbestimmung
durchgefiihrt. Dies wurde Uber eine Vitalitdtsbestimmung mittels Propidiumiodid/
Fluoresceindiacetat (PI-FDA) und Zellzahlung bewerkstelligt.

Dazu wurden in 12-Kavitdten-Zellkulturplatten 30.000 untransfizierte hMSC ausgesat. Einen
Tag spater erfolgten die Abnahme des Mediums und der Ersatz durch frisches Stammzell-
wachstumsmedium, dem jedoch Geneticin in einer Endkonzentration zwischen 100 pg/ml
und 350 pg/ml (in 50 pg/ml-Schritten) zugegeben worden war. Die Zellen wurden Gber einen
Zeitraum von 8 bzw. 11 Tagen kultiviert, wobei das Medium zweimal wdéchentlich ersetzt
wurde. Die Zellen wurden nach beendeter Kultivierung mit 200 ul Trypsin/EDTA abgeldst und
mit dem zuvor abgenommenen Uberstand der jeweiligen Kavitit vermischt. Dies fiihrte zum
einen zur Neutralisierung der Trypsin-Aktivitat, und zum anderen konnte so die Anzahl der im
Uberstand befindlichen toten Zellen mitbestimmt werden. Nach einem Zentrifugationsschritt
(5 Minuten; 600 x g; 20 °C) erfolgte die Aufnahme in 100 pl PBS. Zu 20 pl dieser Lésung
wurden 2 pl Pl (500 pg/ml Aceton) und 4 pl FDA (10 pg/ml H,0) gegeben. Dabei farbt Pl tote
Zellen rot, FDA hingegen vitale Zellen griin. Die Anzahl der roten und griinen Zellen wurde
mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer durch Fluoreszenzmikroskopie bestimmt. Die
Exzitation betrug hierbei 450 — 490 nm.

TOXIZITATSBESTIMMUNG VON DOXYCYCLIN

Doxycyclin greift nicht in die Proteinbiosynthese von Eukaryoten ein, wie es das bei
Prokaryoten hingegen tut. Dennoch wurde kontrolliert, ob bzw. inwiefern hMSC durch die
Behandlung mit Doxycyclin beeinflusst werden. Dabei wurde in analoger Weise wie oben
bereits beschrieben vorgegangen. Die einzige Veranderung bestand darin, dass die
Konzentrationen zwischen 0,001 und 10 ug/ml (in 10er Potenz-Schritten) lagen.
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C2.2.4 Proliferationsstudien mit CyQuant®

Diese einfache Methode zur Bestimmung der Zellzahl beruht auf der Bindung eines griin
fluoreszierenden Farbstoffes (CyQuant®) an die Nukleinsiuren nach Lyse der Zellen. Die
hMSC wurden dafiir nach Abklopfen des Mediums mit PBS gewaschen und mindestens einen
Tag — noch auf Kuturplatten adhdrent — bei -80 °C gelagert. Fiir die Messung wurde der
CyQuant Cell Proliferation Assay Kit von Molecular Probes, USA verwendet. Die Zellen wurden
hierfiir wieder aufgetaut und in 200 pl eines Gemisches aus Lysepuffer und Farbstoff nach
leichtem Schitteln fir 5 Minuten lichtgeschitzt bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Fluoreszenz wurde nach Transfer der Proben in schwarze Mikrotiterplatten (Corning Costar,
USA) mit Hilfe des Mikrotiterplatten-Lesegerdts von Perkin Elmer, USA mit einem
Anregungsfilter (480 nm) und einem Emissionsfilter (520 nm) mittels des Programms HTSoft
Wizard (HI-TECH Software LLC, USA, www.htsoft.com) gemessen.

C2.2.5 Luziferase-Aktivitatsbestimmung

Die Bestimmung der Enzym-Aktivitat der Luziferase aus Phontius pyralis ist ein duBerst
sensitiver und etablierter Reporterassay zur Quantifizierung von Promotor-Aktivitdten. Die
Luziferase katalysiert dabei folgende Reaktion unter griin-gelber Lichtemission:

Luziferin + ATP + O, Luziferase » Oxyluziferin + AMP + CO, + Licht (562 nm)

Nach der Transfektion von hMSC mit einem fiir die Luziferase kodierenden Plasmid wurden
die Zellen mit dem Luciferase Reporter Gene Assay, high sensivity von Roche, Mannheim
weiteruntersucht. Dafiir wurden nach Abnahme des Mediums die Zellen mit PBS gewaschen,
anschlieBend lysiert und bis zur Messung bei -80 °C eingefroren. Zur Messung selbst wurden
die Proben in 1,5 ml ReaktionsgefiBBen 1 Minute bei 15.700 x g und Raumtemperatur
zentrifugiert und die Uberstinde in weiBe Mikrotiterplatten (Nunc, USA) pipettiert. Erst kurz
vor Start des Luminometers wurde der Reaktionspuffer zugegeben, der auch das Luziferin
enthielt. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms WinGlow (Berthold Technologies,
Bad Herrenalb, www.berthold.com). Die Aktivitat wurde dabei in Relative Light Units (RLU)
bezogen auf die Zellzahl angegeben.
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C2.2.6 CHO-Zellen als Kontrolle fiir das Tet-On-System

Die CHO-Tumorzelllinie diente in dieser Arbeit als Kontrolle bei der Etablierung des Tet-On-
Systems und des Luziferase Reporter Gene Assay, high sensivity. Diese Zellen hatten durch die
doppelt stabile Transfektion mit den Vektoren pTet-Off und pTRE2hyg-Luc die Fahigkeit
erhalten, die Luziferase regulierbar zu exprimieren. Im Falle eines Tet-Off-Systems, wie es
hier vorlag, wird die Luziferase ohne Doxycyclin standig exprimiert, durch Zugabe von Doxy-
cyclin hingegen abgeschaltet.

Als Tumorzelllinie sind CHO-Zellen einfacher zu handhaben als hMSC. Die Kultivierung und
Anzucht entsprachen gréBtenteils denen der hMSC. Die Zellen sind aber wesentlich kleiner
als hMSC, d. h. man arbeitet hier mit deutlich hoheren Zellzahlen (Tab. 3).

Tab. 3 Kultivierung von CHO-Zellen in ZellkulturgefdBen verschiedener GroBe. Die effektive Kulturfliche der
jeweiligen Kavitdten wurde vom Hersteller der Platten Nunc, USA ibernommen.

Kulturflaiche  Zell-Aussaat  Zellernte

REIEL in [cm?] [x 1000] [x 1000]
Zellkulturflasche 75 585 bis 24.000
Zellkulturflasche 25 195 bis 8000
Zellkulturplatte mit 6 Kavitdten 9,6 75 bis 3000

Abweichungen lagen nur im Kultivierungsmedium, das hier 90 % DMEM, 10 % FBS,
100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin enthielt, und im Einfriermedium (90 % Kul-
tivierungsmedium, 10 % DMSO0). Zusétzlich wurden 0,1 mg/ml Geneticin und 0,25 mg/ml
Hygromycin zugegeben, um den Selektionsdruck beziiglich der beiden Transgene aufrecht-
zuerhalten. Alle Zentrifugationen erfolgten bei Raumtemperatur und bei 125 x g fiir
10 Minuten.

(2.3 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung der Versuchsergebnisse erfolgte mit Hilfe der Programme
SigmaPlot 2001 (Systat Software GmbH, Erkrath, www.systat.com) und Microsoft Excel,
Office XP Professional (Microsoft Deutschland GmbH, UnterschleiBheim, www.microsoft.com).
Nach Priifung der Varianzhomogenitat wurde der t-Test nach Student durchgefiihrt. Ein Wert
von p < 0,05 galt als Hinweis auf einen Unterschied, p < 0,01 wurde als statistisch signifikant
und p < 0,001 als hoch signifikant betrachtet.
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Kapiree D —

D ERGEBNISSE

D1 TOXIZITATSANALYSEN

Zur Frage nach den optimalen Bedingungen zur stabilen nicht-viralen Transfektion von ver-
schiedenen Reporterplasmiden in hMSC zahlt auch die Ermittlung der optimalen Wirk-
konzentration des zur Selektion verwendeten Antibiotikums Geneticin. Genauso wurde das
zur Induktion verwendete Antibiotikum Doxycyclin auf Toxizitat geprift.

D1.1 Doxycyclin

Fiir Doxycyclin, das hier als prokaryotisches Antibiotikum zur Steuerung der regulierbaren
Genexpression verwendet wurde, konnte im Konzentrationsbereich zwischen 0,001 und
100 pg/ml kein zytotoxischer Effekt auf hMSC nachgewiesen werden. Die Stammzellen zeig-
ten dasselbe Proliferationsverhalten wie unter Standardbedingungen.

D1.2 Dosis-Wirkungskurven von Geneticin bei hMSC

Anhand des Viabilitatsassays mit Propidiumiodid und Fluoresceindiacetat konnte die genaue
Geneticin-Konzentration ermittelt werden, die notig ist, um alle eingesetzten Zellen in einem
bestimmten Zeitraum abzutdten. Die Ergebnisse am Tag 8 und Tag 11 nach Beginn der Selek-
tion sind aus Abb. 10 ersichtlich. Eine Erhohung der Geneticin-Konzentration bewirkte eine
zunehmende Steigerung der Zytotoxizitdt. So reichte eine Geneticin-Konzentration von
200 pg/ml fiir einen Zeitraum von 11 Tagen aus, um die Selektion einer hMSC-Population zu
gewadhrleisten, die durch Expression des Transgens Aminoglykosid-3'-Phosphotransferase
resistent gegeniiber Geneticin war.

1251 Abb. 10 Dosis-Wirkungsana-
lyse von Geneticin in hMSC.
Zunehmende Geneticin-Kon-
zentrationen (Abszisse) fiihren
zu einem verstarkten Zelltod
(Ordinate). Die Auswertung
erfolgte 8 bzw. 11 Tage nach
Zugabe von Geneticin. Die
gezeigten Daten stellen die
Mittelwerte +/- Standardab-
weichung zweier unabhangi-
ger Experimente dar, welche
jeweils in drei Ansatzen
durchgefiihrt wurden.
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D2 GENERIERUNG UND TRANSFEKTION VON PLASMIDEN MIT REPORTERGENEN

Zur Markierung von hMSC und Quantifizierung der Gen-Expression des Reportergens sollten
Plasmide mit den Reportern EGFP und Luziferase in hMSC transient und stabil mit lipo-
somalem Gentransfer eingebracht werden. Diese Plasmide wurden zundchst generiert und
anschlieBend in hMSC mittels liposomalen Gentransfers transfiziert.

D2.1 Generierung von Plasmiden mit Reportergenen

D2.1.1 pEGFPLuc-IRESneo2

Das EGFP-Luziferase-Gen sollte als Fusionskonstrukt aus dem Vektor pEGFPLuc geschnitten
und in die multiple cloning site (MCS) des Vektors pIRESneo2 inseriert werden. Dazu wurden
beide Plasmide mit den Restriktionsendonukleasen Nhel und Hpal »iiber Kreuz« verdaut.

Nach einer Ethanolféllung und einer Dephosphorylierung wurden die entsprechenden DNA-
Fragmente von 5,3 bzw. 2,6 kb iiber ein praparatives Gel isoliert (Abb. 11a) und ligiert. Nach
Transformation ergab der anschlieBende analytische Verdau von zwolf Klonen mit Nhel und
Hpal, dass sieben Klone das gewiinschte Insert trugen (Vektor: 5,3 kb; Insert: 2,6 kb;
Abb. 11b). Die Vektorkarte von pEGFPLuc-IRESneo2 ist in Abb. 12 dargestellt.
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Abb. 11 Préparative und analytische Agarose-Gel-Elektrophorese zur Herstellung von pEGFPLuc-IRESneo2.
a Prdparative Elektrophorese von pIRESneo2 und pEGFPLuc. 1: DNA-Marker VII; 2: pIRESneo2 x Nhel und Hpal;
3: pEGFPLuc x Nhel und Hpal; 4: 250 bp-DNA-Marker.

b Analytischer Restriktionsverdau des Vektors pEGFPLuc-IRESneo2. 1: 250 bp-DNA-Marker;
2-13: pEGFPLuc-IRESneo2 x Nhel und Hpal; 4: 250 bp-DNA-Marker.
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Abb. 12 Vektorkarten von pEGFPLuc-IRESneo2 und pLucEGFP.

Das Vektorgrundgeriist von pEGFPLuc-IRESneo2 besteht aus pIRESneo2, wahrend das inserierte Fragment ein
Fusionskonstrukt aus EGFP und Luziferase darstellt.

Zur Generierung von pLucEGFP wurde in das Plasmid pEGFP-N3 das Luziferase-Fragment am 5°-Ende von EGFP
uber die Restriktionsschnittstellen EcoRl und BamHl inseriert.

D2.1.2 pLucEGFP

Zur Herstellung dieses Vektorkonstrukts wurde das Luziferase-Gen aus dem Vektor pEGFPLuc
mittels PCR amplifiziert und in die MCS des Vektors pEGFP-N3 inseriert. Das PCR-Produkt
von 1,7 kb wurde lber ein praparatives Gel aufgereinigt, und — genauso wie der Vektor — per
Kreuzrestriktion mit BamHI und EcoRI geschnitten. Der Vektor (4,7 kb) wurde nach der
Dephosphorylierung lber ein praparatives Gel isoliert, wahrend das Insert nach der Restrik-
tion lber eine Ethanolfallung gereinigt wurde. Nach Ligation und Transformation waren fiinf
von acht untersuchten Klonen positiv (Vektor 4,7 kb; Insert 1,7 kb; Abb. 13). Die Vektorkarte
von pEGFPLuc-IRESneo2 ist in Abb. 12 dargestellt.

= 28 3 4 5 67 8 9 10 11

— Vekt 4,7 kb
W‘d"""""’ﬂ'ﬁﬁﬁ e T

Insert

5000
1000

Abb. 13 Analytische Agarose-Gel-Elektrophorese von pLucEGFP.
1: 250 bp-DNA-Marker; 2-9: pLucEGFP x BamHI und EcoRl; 10: pEGFP-N3 x BamHI x EcoRl;
10: Luziferase-Insert.
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D2.2 Transiente Transfektion von Plasmiden mit Reportergenen

Nach Generierung der Plasmide wurden diese unter Variation verschiedener Parameter in
hMSC transfiziert, um die optimalen Bedingungen fiir eine maximale Transfektionseffizienz
zu ermitteln. Die Auswertung erfolgte dabei liber die EGFP-Fluoreszenz und die Quantifizie-
rung der Luziferase-Aktivitat.

D2.2.1 Optimierung iiber EGFP-Fluoreszenz

Zur Optimierung der Transfektionseffizienz der Luziferase-Plasmide pEGFPLuc, pEGFPLuc-
IRESneo2 und pLucEGFP in hMSC wurden unterschiedliche Mengen von Vektor-DNA und
Lipofectamine 2000 eingesetzt, wobei die Auswertung (iber die EGFP-Fluoreszenz erfolgte.
Die DNA-Mengen wurden zwischen 0,32 und 3,9 ug/ml variiert. Die Verhéltnisse von Lipo-
somenreagenz und DNA lagen zwischen 1:0,5 und 1:12. Hierbei zeigte sich bei allen Trans-
fektionsansdatzen nur eine sehr schwache Fluoreszenz. In Abb. 14 ist hier beispielhaft die
Transfektion von pEGFPLuc dargestellt, wobei das beste Resultat bei 3,5 % EGFP-positiven
hMSC lag (1,6 pg/ml DNA bei zweifacher Menge an Lipofectamine 2000 in einer
12-Kavititen-Zellkulturplatte). Als Kontrolle wurde immer der Vektor pEGFP-N3 (0,6 pg/ml,
1,5-fache Menge von Lipofectamine 2000) transfiziert, wobei bis zu 40 % der Zellen EGFP-
positiv waren.

4

3,57 W0,77 pg/ml —
1,60 pg/ml
3 .
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<
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N
2 29
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14
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Abb. 14 Effizienz der Lipofectamine 2000-vermittelten Transfektion von pEGFPLuc in hMSC 24 Stunden nach
Transfektion unter Variation des DNA-Lipofectamine 2000-Verhiltnisses (1:0,5 bis 1:12) und der DNA-Kon-
zentration (0,77 und 1,6 pg/ml). Dargestellt ist das reprisentative Ergebnis eines Experimentes, welches zweimal
wiederholt wurde.
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D2.2.2 Verifizierung liber Luziferase-Aktivitat

Die drei Plasmide pEGFPLuc, pEGFPLuc-IRESneo2 und pLucEGFP wurden hierzu erneut im
12-Kavititen-Format transfiziert. Dabei wurden DNA-Mengen von jeweils 0,80 pg/ml einge-
setzt, bzgl. des Transfektionsreagenz wurde jeweils die 3-fache Menge (2,40 pl/ml) verwen-
det. Nach zwei Tagen erfolgte die Bestimmung der Luziferase-Aktivitat. Aus den in Abb. 15
dargestellten Ergebnissen wird ersichtlich, dass der Vektor pEGFPLuc unter diesen Bedingun-
gen zur hochsten Luziferase-Expression fiihrte. Der Vektor pEGFPLuc-IRESneo2 zeigte eine
deutlich geringere Luziferase-Aktivitat. Das Vektor-Konstrukt pLucEGFP erbrachte hingegen
keine Luziferase-Expression.

0.12 ~

0.10 ~ ‘
0.08 - ‘

0.06

0.04

Luziferase-Aktivitit [RLU/Zelle]

0.02 ~

0.00
nicht transfiziert pEGFPLuc pEGFPLuclRESneo2 pLucEGFP

Abb. 15 Luziferase-Aktivitit in hMSC 48 Stunden nach Transfektion mit den Vektoren pEGFPLuc,
pEGFPLuc-IRESneo2 und pLucEGFP.

Die gezeigten Daten stellen die Mittelwerte +/- Standardabweichung von zwei unabhangigen Experimenten dar,
welche jeweils in drei Ansédtzen durchgefiihrt wurden (**: p < 0,01; *: p < 0,5 im Vergleich zur nicht-transfizier-
ten Kontrolle).
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D3 INDUZIERBARE GENEXPRESSION MITTELS DES TET-ON-SYSTEMS

Zur Etablierung des Tet-On-Systems in hMSC wurde zundchst nach dem Standardprotokoll
vorgegangen (www.bdbiosciences.com). Das beinhaltete neben Vorarbeiten wie die
Validierung des Systems an einer etablierten Zelllinie (Tet-Off-CHO-Zelllinie), die
Untersuchung des FBS auf Doxycyclin-Riickstande und die Generierung von Plasmiden auch
transiente Transfektionen. Dazu zdhlte auBerdem eine stabile Transfektion, gefolgt von
klonaler Expansion und konsekutiver Transfektion.

D3.1 Validierung an CHO-Zellen

An der mit den Vektoren pTet-Off und pTRE2hyg-Luc doppelt stabil transfizierten Tet-Off-
CHO-Zelllinie wurde zunachst der Nachweis erbracht, dass verschiedene Luziferase-Expres-
sionsniveaus durch unterschiedliche Doxycyclin-Konzentrationen erzielt werden kdnnen. In
diesem Tet-Off-System resultiert eine Zugabe von Doxycyclin in einer Repression der
Luziferase-Aktivitat. Eine Regulation der Luziferase-Expression war in einem Doxycyclin-
Konzentrations-Bereich zwischen 0 bis 0,1 pg/ml mdglich. Bei einer Konzentration von
0,1 ug/ml konnte dabei die maximale Repression (700-fach) erreicht werden. Eine
vollstandige Repression wurde dabei nicht erreicht, d. h. es zeigte sich eine verbleibende
unspezifische Aktivitat.

AuBerdem konnte gezeigt werden, dass durch Einfrieren bei -80 °C die Luziferase-Aktivitat
um einen konstanten Betrag erh6ht werden kann (Simpson and Hammond, 1991) (Abb. 16).
Deshalb wurde fiir alle in dieser Arbeit durchgefiihrten Luziferasemessungen diese Modifi-

kation (Lagerung der Zellen bei -80 °C fiir mindestens einen Tag) libernommen.
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Abb. 16 Abhingigkeit der Luziferase-Aktivitit von der Doxycyclin-Konzentration in pTet-Off/pTRE2hyg-Luc
doppelt stabil transfizierten CHO-Zellen. Steigende Konzentrationen fiihren dabei zu einer Abnahme der
Aktivitat.

Die Daten sind als Mittelwerte +/- Standardabweichung von zwei unabhingigen Experimenten dargestellt,
welche jeweils in drei Ansédtzen durchgefiihrt wurden. Mit einer Konzentration von 0,001 und 0,01 ug/ml Doxy-
cyclin kann eine signifikante Repression gegeniiber dem Vorwert erreicht werden (*: p < 0,01).

ERGEBNISSE| 53



D3.2 FBS-Untersuchung

Durch die hdufige Gabe von Antibiotika in der Tierhaltung, kann es zu Riickstinden von
Tetracyclin/Doxycyclin im féotalen Kilberserum kommen. Um das verwendete FBS der
Fa. Cambrex, USA auf dessen Doxycyclingehalt zu lberpriifen, wurde zunachst ein Medium
hergestellt, das Doxycyclin-freies FBS (TET-System gepriiftes FBS, BD Biosciences, USA) ent-
hielt. Die Analyse erfolgte durch eine Kotransfektion der Vektoren pTet-On und pTRE2hyg-Luc
(s. Abb. 22) ohne Doxycyclin und unter Zugabe von 1 ug/ml Doxycyclin mit anschlieBender
Luziferase-Aktivitatsbestimmung. Als Kontrolle wurde die Luziferase-Expression von
pEGFPLuc-transfizierten bzw. nicht-transfizierten hMSC gemessen (nicht dargestellt). Bei
beiden zum Vergleich herangezogenen Medien ist eine unspezifische Expression (Expression
ohne Induktion) zu sehen, die in Abb. 17 durch logarithmische Darstellung hervorgehoben
wird.
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Abb. 17 Luziferase-Aktivitdt in hMSC nach Kotransfektion von pTet-On und pTRE2hyg-Luc und Induktion mit
1 ug/ml Doxycyclin in unterschiedlichen Kultivierungsmedien;
(G: Stammzellwachstumsmedium; F: Stammzellwachstumsmedium mit Doxycyclin-freiem FBS).
Die gezeigten Daten sind als Mittelwerte +/- Standardabweichung von zwei unabhingigen Experimenten dar-
gestellt, welche jeweils in drei Ansdtzen durchgefiihrt wurden. Es konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen G und F sowohl im nicht-induzierten als auch im induzierten Zustand festgestellt werden.

D3.3 Plasmid-Generierung zur regulierbaren Genexpression

Die regulierbare Genexpression erforderte die Generierung von weiteren Plasmiden.

Die Klonierungen der Vektoren pTRE2hyg-EGFP und pTRE2hyg-POU5F1_iA bzw. -POU5F1_iB
werden hier gemeinsam beschrieben, da sie demselben Prinzip folgten: In das Vektorgeriist
(pTRE2hyg) sollte in die MCS die entsprechende cDNA von EGFP, POU5F1_iA bzw. POU5F1_iB
eingefiigt werden, um die Genexpression durch den regulierbaren Promotor zu kontrollieren.
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D3.3.1 pTRE2hyg-EGFP

Das EGFP-Gen wurde mit BamHI und Notl sequentiell aus dem Vektor pEGFP-N3 geschnitten.
Der Vektor wurde gleichermaBen verdaut und dephosphoryliert. Die Fragmente (0,76 kb bzw.
5,3 kb) wurden dber ein préparatives Gel aufgereinigt und ligiert. Durch einen Verdau mit
EcoRV und BamHI wurden vier analysierte Transformanden als positiv identifiziert (Abb. 18).
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Abb. 18 Préparative und analytische Agarose-Gel-Elektrophorese zur Helrstellung von pTRE2hyg-EGFP.
a Préparative Elektrophorese von pTRE2hyg und pEGFP-N3. 1: 250 bp-DNA-Marker;
2: pTRE2hyg x BamHI und Notl; 3: pEGFP-N3 x BamHI und Notl.

b Analytische Elektrophorese von pTRE2hyg-EGFP. 1: 250 bp-DNA-Marker; 2-5: pTRE2hyg-EGFP x EcoRV und
BamHI.

D3.3.2 pTRE2hyg-POUSF1_iA bzw. -POUSF1_iB

Die POU5F1_iA- bzw. POUS5F1_iB-cDNA stammten aus den Vektoren pCR2.1-TOPO-
POUS5F1_iA bzw. -POU5F1_iB (s. D5.1). Dazu wurden diese genauso wie der Vektor pTRE2hyg
mit Sall und Nhel »iber Kreuz« verdaut. Der Vektor wurde zusatzlich dephosphoryliert.
Danach wurden alle DNA-Fragmente (Vektor 5,3 kb; POU5F1_jA bzw. POU5F1_iB 1,1 bzw.
0,8 kb) ber ein Gel isoliert und ligiert. Jeweils neun der zehn Klone, die durch Verdau mit
EcoRV und Nhel analysiert wurden, waren positiv fiir POU5F1_iA bzw. POU5F1_iB (Abb. 19).

5000 —— Vektor 5,3 kb
1(2)28/& E__’__ - —— - - Insert 1,1 kb
5000 —— !&&“&&&&L& & 12‘-13 £ Vektor 5,3 kb
1322/& 2 o - — - - L Insert 0,8 kb

Abb. 19 Analytische Agarose-Gel-Elektrophorese von pTRE2hyg-POU5SF1_iA-bzw. POUSF1_iB.

a Analytische Restriktion von pTRE2hyg-POU5F1_iA. 1: 250 bp-DNA-Marker;

2-11: pTRE2hyg-POUSF1_iA x EcoRV und Nhel; 12: pTRE2hyg x Sall und Nhel; 13: POU5F1_iA-Fragment.
b Analytische Restriktion von pTRE2hyg-POU5F1_iB. 1: 250 bp-DNA-Marker;

2-11: pTRE2hyg-POUSF1_iB x EcoRV und Nhel; 12: pTRE2hyg x Sall und Nhel; 13: POU5F1_iB-Fragment.
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D3.4 Transiente Transfektionen

Die Etablierung des Tet-On-Systems erforderte nach Generierung der Plasmide die Trans-
fektion dieser in hMSC. Unter Variation verschiedener Parameter sollten die optimalen Bedin-
gungen flir eine maximale Transfektionseffizienz ermittelt werden.

D3.4.1 Optimierung der Transfektion von pTet-On

Fiir die Ermittlung der optimalen Bedingungen zur Transfektion von pTet-On wurden hMSC
mit unterschiedlichen Mengen von DNA (0,3 bis 0,8 ug/ml) und Lipofectamine 2000
(1,5- bis 9-facher Uberschuss) im 12-Kavitidten-Format transfiziert. Die Auswertung erfolgte
hierbei liber die Geneticin-Resistenz, da das Plasmid pTet-On kein Reportergen enthalt. Dazu
wurde am ersten Tag nach der Transfektion Geneticin in einer hdheren Konzentration als
tiblicherweise (1 mg/ml im Vergleich zu 100 ug/ml) zugegeben. Dies geschah vor dem Hinter-
grund, dass durch eine transiente Transfektion wesentlich hdhere Transgen-Expressionsraten
erzielt werden als bei einer stabilen Transfektion. In dem Zeitraum der transienten Trans-
fektion (12 — 72 Stunden) (Li and Huang, 2000) starben hauptsichlich Zellen, die héheren
Mengen an DNA und Lipofectamine 2000 ausgesetzt waren. Beispielhaft ist in Abb. 20 der
2. Tag dargestellt.
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Abb. 20 Uberlebende Zellen nach Transfektion mit pTet-On und 2-tigiger Geneticin-Behandlung (1 mg/ml)
unter Variation des DNA-Lipofectamine 2000-Verhiltnisses (1:1,5 bis 1:9) und der DNA-Konzentration
(0,3 bis 0,8 pg/ml). Die dargestellten Daten sind Mittelwerte +/- Standardabweichung von Vierfachbestim-
mungen aus zwei unabhdngigen Experimenten. Die Versuche wurden jeweils in drei Ansdtzen durchgefiihrt.
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Bei einer DNA-Menge von 0,6 ug/ml und einem 1,5-fachen Uberschuss an Lipofectamine
2000 iiberlebten dagegen die meisten Zellen einen Selektionszeitraum von sieben Tagen
(Abb. 21).
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Abb. 21 Uberlebende Zellen nach Transfektion mit pTet-On und 7-tdgiger Geneticin-Behandlung (1 mg/ml)
unter Variation des DNA-Lipofectamine 2000-Verhiltnisses (1:1,5 bis 1:9) und der DNA-Konzentration
(0,3 und 0,8 ug/ml). Die dargestellten Daten sind Mittelwerte +/- Standardabweichung von Vierfachbestim-
mungen aus zwei unabhangigen Experimenten. Die Versuche wurden jeweils in drei Ansdtzen durchgefiihrt.
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D3.4.2 Kotransfektion von pTet-On und pTRE2hyg-Luc

OPTIMIERUNG

Die zuerst nur zur Prifung der Kompatibilitdt in hMSC durchgefiihrte Kotransfektionen der
Vektoren pTet-On und pTRE2hyg-Luc erwiesen sich als gutes Mittel flir weitere Untersuchun-
gen (s. D3.2 und unten). Parameter, die hier zur Optimierung variiert wurden, waren die DNA-
Gesamtmenge, das Verhaltnis der beiden Vektoren zueinander und die Lipofectamine 2000-
Mengen. Die Luziferase-Aktivitdit wurde dabei mit einer Doxycyclin-Konzentration von
1 ug/ml induziert. Die besten Induktionsraten wurden mit 0,9 pug/ml DNA und einem
3-fachen Uberschuss an Transfektionsreagenz erreicht. Mit 0,09 pg/ml DNA von pTet-On und
0,81 pug/ml von pTRE2hyg-Luc (Verhiltnis 1:10) wurden dieselben Luziferase-Expressions-
raten erzielt wie mit 0,45 pg/ml pTet-On und 0,45 ug/ml pTRE2hyg-Luc (Verhaltnis 1:1). Bei
darauf folgenden Experimenten wurde immer ein Vektorenverhaltnis von 1:10 bei einer
Gesamtmenge von 0,9 ug/ml DNA und einem 3-fachen Uberschuss an Transfektionsreagenz
verwendet. Eine Transfektion beider Vektoren ohne Induktion zeigte, dass der induzierbare
Promotor ohne Doxycyclin nur eine sehr geringe Luziferase-Expression vermittelte (Abb. 22),
d. h. nur wenig unspezifische Aktivitat zeigte.

Vektorenverhaltnisse

pTet-On : pTRE2hyg-Luc i
W10: 1 [ l
027 @
O 1:10 \ l
0,15 1

0,1 A

‘. L

nicht induziert 0,6 pug/ml; 1:1,5 0,9 pg/ml; 1:1,5 0,6 pg/ml; 1:3 0,9 pg/ml; 1:3

Luziferase-Aktivitat [RLU/Zelle]

DNA-Gesamtmenge; Ratio DNA : Lipofectamine 2000

Abb. 22 Luziferase-Aktivitdt nach Transfektion der Vektoren pTet-On und pTRE2hyg-Luc mit verschiedenen
Lipofectamine 2000- und DNA-Mengen bzw. Vektorverhiltnissen nach Doxycyclin-Induktion mit 1 pg/ml. Bei
der nicht-induzierten Kontrolle wurde mit einer Gesamtmenge von 0,9 ug/ml DNA im Vektorenverhiltnis von
1:10 und einem 3-fachen Uberschuss an Lipofectamine 2000 transfiziert.

Dargestellt sind die Mittelwerte +/- Standardabweichung von zwei unabhingigen Versuchen, welche jeweils in
drei Ansdtzen durchgefiihrt wurden. Die besten Induktionsraten wurden mit 0,9 pg/ml DNA und einem 3-fachen
Uberschuss an Transfektionsreagenz und den Vektorenverhiltnissen von 1:1 und 1:10 erreicht (signifikanter
Unterschied zu anderen Transfektionsbedingungen; **: p < 0,001; kein signifikanter Unterschied zwischen 1:1
und 1:10 bei 0,9 pg/ml DNA und 3-fachen Uberschuss an Lipofectamine 2000).

DoXYCYCLIN-TITRATIONSREIHE

Da sich die transiente Kotransfektion der Vektoren pTet-On und pTRE2hy-Luc unter den
0. g. Bedingungen als geeignetes Mittel fiir die Untersuchung einer regulierten Genexpression
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in hMSC herausstellte, sollte untersucht werden, ob und inwieweit unterschiedliche Doxy-
cyclin-Konzentrationen das Expressionsniveau steuern kdnnen. Die Versuche zeigten, dass
mit steigenden Doxycyclin-Konzentrationen eine erhdhte Expression der Luziferase einher-
ging (Abb. 23). Aus dem Verhiltnis nicht-induziert zu induziert lieB sich der jeweilige
Induktionsfaktor berechnen (Tab. 4). So konnte z. B. mit einer Doxycyclin-Konzentration von
10 pg/ml eine Induktion um das 40-fache erreicht werden.

0,57
) **
&g 04 !
3 *%
[a'sy
— [ ]
5
g 03 X
x T 1
<
a
© ]
HE 0,2
N
3 *

0,11

e e HE s e M } i i

0 0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10

Doxycyclin-Konzentration [ug/ml]
Abb. 23 Luziferase-Aktivitit nach Transfektion der Vektoren pTet-On und pTRE2hyg-Luc mit Induktion durch
verschiedene Doxycyclin-Konzentrationen.
Die Regulation beschrdnkt sich nicht nur auf einen An- bzw. Ausmechanismus, sondern |asst eine quantitative
Steuerung der Genexpression zu.
Die gezeigten Daten sind als Mittelwerte +/- Standardabweichung dreier unabhingiger Experimente zu
verstehen, wobei jeder Versuch aus drei Ansitzen bestand (signifikanter Unterschied zum Vorwert bei einer
Doxycyclin-Konzentration von 0,01 ug/ml; signifikante Unterschiede zur nicht-induzierten Kontrolle bei den
Doxycyclin-Konzentration von 0,01 pg/ml, 1 und 10 mg/ml; **: p < 0,01; *: p < 0,05).

Tab. 4 Induktion der Luziferase-Expression bei steigenden Doxycyclin-Konzentrationen.

Doxycyclin-Konzentration [ug/ml] 0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10
Induktionsfaktor 1 2 8 22 30 40

D3.4.3 Kotransfektion von pTet-On und pTRE2hyg-EGFP

Bei diesem Versuch wurden die Plasmide pTet-On und pTRE2hyg-EGFP wie bei der Optimie-
rung der Kotransfektion von pTet-On und pTRE2hyg-Luc transfiziert, d. h. unter Variation der
DNA-Gesamtmenge (0,6 und 0,9 ug/ml), der Ratio der beiden Vektoren (1:1, 1:10 und 10:1)
und der Lipofectamine 2000-Menge (1,5- und 3-facher Uberschuss). Induziert wurde dabei
mit einer Doxycyclin-Konzentration von 10 pg/ml. Unter den gewahlten Bedingungen konnte
allerdings keine Induktion der EGFP-Fluoreszenz detektiert werden.
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D3.5 Stabile Transfektion von pTet-On

Fiir die Etablierung des Tet-On-Systems nach dem Standardprotokoll ist die Generierung von
pTet-On stabilen Zellklonen notwendig (www.bdbiosciences.com). Fiir hMSC wurde dafiir
folgendes Protokoll etabliert (Abb. 24).

1. Transfektion mit pTet-On l

2. Selektion mit Geneticin l

3. Klonale Expansion
und selektive Trypsinierung
Py Ty S S e
gy A

pTet-On stabil transfizierte hMCS

pTRE2hyg—IA

4. Transfektion mit pTRE2hyg-Luc
5. Induktion mit Doxycyclin

A 4 A 4 A 4

Funktionalitat des Transaktivators?

Abb. 24 Generierung und Testung von pTet-On stabil transfizierten hMSC.
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D3.5.1 Transfektion und Selektion von pTet-On stabil transfizierten hMSC

Zur stabilen Transfektion wurden Zellen in der 4. Passage in einer T75-Kulturflasche mit der
standardisierten Dichte von 8000 Zellen/em2 ausgesdt. Die Transfektion erfolgte nach
18 Stunden unter den in D3.4.1 beschriebenen, optimierten Bedingungen. Die Zellen wurden
als »stabil transfiziert« bezeichnet, wenn sie dem Selektionsdruck in Geneticin-haltigem
Medium (c = 100 pg/ml) liber einen Zeitraum von 16 Tagen standhalten konnten. Um mit
Sicherheit von einer Selektion der letztgenannten Zellpopulation ausgehen zu kénnen, wurde
jeweils eine Kontrollpopulation von nicht-transfizierten Zellen mit Geneticin behandelt. Die
Selektion wurde zu dem Zeitpunkt beendet, an dem keine adhadrente Zelle in der nicht-trans-
fizierten Kontrolle mehr nachgewiesen werden konnte.

D3.5.2 Klonale Expansion und selektive Trypsinierung

Die Subkultivierung der pTet-On stabil transfizierten hMSC erfolgte mit einer duBerst
geringen Zelldichte (eine Zelle/cm2), um eine klonale Expansion zu ermdglichen. Schon nach
drei Tagen konnte man Zellansammlungen entdecken, die aus einer Zelle entstanden waren.
Diese bildeten das Anfangsstadium von Kolonien. Auffallig war, dass sich die Zellen zunachst
sehr verstreut anordneten, ohne direkten Kontakt zueinander auszubilden. Des Weiteren
zeigte sich, dass die Proliferationskapazitat der Zellen von der Morphologie abhédngig war.
Waren sie sehr klein und bildeten am Zellrand einen hellen Saum und dunkle Flecken
(Abb. 25a), konnte man von einer Zellteilung und Kolonienbildung ausgehen. Waren sie da-
gegen groB3 und flach auf der Kultivierungsschale ausgebreitet, war keine klonale Expansion
zu erwarten (Abb. 25b).

Abb. 25 hMSC in der 6. Passage nach stabiler Transfektion von pTet-On zu Beginn der klonalen Expansion
(10 x VergréBerung).

a Schnell proliferierende Zellen mit hellem Saum (diinner Pfeil) und dunklen Flecken am Rand (dicker Pfeil).

b Langsam bzw. nicht proliferierende Zellen.
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Aus den vereinzelten Zellen bildeten sich im Laufe von ein bis zwei Wochen Kolonien. Dabei
fullten diese jetzt die leeren Zwischenraume und legten sich dicht aneinander. Nach auBen
hin breiteten sie sich innerhalb eines bestimmten Radius aus, der aber nicht lberschritten
wurde (Abb. 26). Fiir die selektive Trypsinierung der Zellkolonien wurde deren Position an der
Unterseite der Zellkulturschale markiert, wie in Abb. 26b zu sehen ist.

Abb. 26 hMSC in der 6. Passage nach stabiler Transfektion mit pTet-On und Kolonienbildung
(10 x VergréBerung).

a Ausschnitt der Randzone einer Kolonie.
b Zur Trypsinierung mit Cloning Discs markierte Kolonie (segmentaler Ausschnitt).
C Zelle, die sich vom Cloning Disc abgeldst hat und sich gerade auf der Kultivierungsfldche anheftet.

AnschlieBend wurden die mit Trypsin getrdnkten Cloning Discs auf diese Stellen gelegt.
Dadurch konnten sich die Zellen I6sen und an den Papierpldttchen adharieren. Nachdem
diese in unterschiedliche Kultivierungsschalen gegeben wurden, konnten einzelne Klone jetzt
getrennt kultiviert werden. Schon vier Stunden nach dem Transfer war zu beobachten, wie
die Zellen am Boden der neuen Kultivierungsschale adhérierten (Abb. 26c). In dieser Arbeit
wurden insgesamt 120 verschiedene Kolonien isoliert. Von diesen lieBen sich 44 weiter
expandieren. Ausgehend von einer Zelle (4. Passage) wurden Zellzahlen von etwa 80.000 er-
reicht (6. Passage).

D3.5.3 Test auf Expression bzw. Funktionalitdt des Transaktivators rtTA

Bei den Zellklonen, die wie oben beschrieben generiert worden waren, wurden nun die
Expression bzw. Funktionalitdt des auf dem Vektor pTet-On kodierten Transaktivators rtTA
tberpriift. Dazu wurde ein Teil jedes Zellklons (ca. 15.000 Zellen) auf je zwei Kulturschalen
ausgesat und mit dem Vektor pTRE2hyg-Luc (1,0 ug/ml, 3-fache Menge an Lipofectamine
2000) sowohl ohne als auch mit Doxycyclin-Induktion (1 pg/ml) transient transfiziert. Nach
48 Stunden wurde die Luziferase-Aktivitat bestimmt.

MORPHOLOGIE DER hMSC

Wahrend dieser Untersuchungen stellte sich heraus, dass sich hMSC trotz einer stabilen
Transfektion und ausgedehnter klonaler Expansion noch kultivieren, passagieren sowie ein
zweites Mal transfizieren lieBen. Auch deren Morphologie dhnelte dem Aussehen von nicht-
transfizierten hMSC, die nach dem Standardprotokoll subkultiviert worden waren.
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INDUKTION UND UNSPEZIFISCHE AKTIVITAT

Im Rahmen der hMSC-Zellklonanalyse (Abb. 27) wurde zunéchst die Luziferase-Aktivitit von
44 Klonen ohne und mit Zugabe von 1 pg/ml Doxycyclin bestimmt. Daraus wurde der Induk-
tionsfaktor fiir jeden einzelnen Zellklon berechnet (Tab. 5). Fiir eine niedrige unspezifische
Aktivitat (Aktivitdt ohne Doxycyclin) wurde eine Grenze von 0,008 RLU/Zelle festgelegt. Die
hochste Induktion (114,5-fach) wies Klon 2.30 auf. Weitere 10 Klone mit niedriger unspezi-
fischer Aktivitat zeigten eine Induktion lber das 10-fache. 16 Klone konnten nicht induziert
werden.

Tab. 5 Induktion und unspezifische Aktivitat der einzelnen hMSC-Klone.

Induktion unspezifische Induktion unspezifische
Klon-Nr. (x-fach)  Aktivitt Klon-Nr. (x-fach)  Aktivitat
2,5,9, 11, 19.2, 2.12 50,5 nein
109, 2.9, 2.18, 215 45 .
2.25, 2.26, 2.31 : ' Nein
2.16 2,9 i
13 19 ja : 2
; 2.17 4,7 ja
14 1.3 Ja 219 67 :
) nein
15 36,8 nein ' ¢
. 2.2 1.1 nein
19 3,1 ja ;
. 2.21 1,2 nein
47 29,3 nein .
. 2.22 12,9 nein
50 1.5 18 2.23 30,1 nein
2.2 46,3 nein — — nefn
) , i
2x 6.1 Ja 2.27 1,7 ja
2.4 10,6 ja ' ' —
. 2.28 4,1 nein
2.6 17,1 nein 929 29 .
2.7 29 nein 2'30 1'14 = ne!n
2.8 2,3 nein i ' nein
2.11 13,2 nein

D3.5.4 Kryokonservierung und Subkultivierung von pTet-On stabilen hMSC

Parallel zur Aussaat fiir die transiente Transfektion mit dem Vektor pTRE2hyg-Luc (s. D3.5.3)
wurden die restlichen Zellen der Klone (ca. 50.000) zunichst eingefroren. Um diese nun stabil
mit dem Vektor pTRE2hyg-Luc zu transfizieren, wurden die Zellen wie gewohnt aufgetaut
und in einer 25 cm2 groBen Zellkulturflasche kultiviert. Die das Auftauen liberlebenden Zellen
(80 %) adharierten zwar, waren aber entsprechend vereinzelt (1600 Zellen/cm2) und zeigten
keine Proliferation. In den folgenden Tagen starben auch adharente Zellen, so dass eine
zweite stabile Transfektion mit pTRE2hyg-Luc nicht durchgefiihrt werden konnte. Ein Vorge-
hen nach dem Standardprotokoll zur Generierung doppelt stabiler Zellklone in hMSC war also
nicht maglich.
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Abb. 27 Luziferase-Aktivitat stabil Transaktivator-exprimierender hMSC-Zellklone nach Transfektion mit dem
Vektor pTRE2hyg-Luc sowohl ohne als auch mit Doxycyclin-Induktion (1 ug/ml). Dargestellt sind die Ergebnisse
von Doppelbestimmungen.

D4 INDUZIERBARE GENEXPRESSION MIT p2IN1

Da eine requlierbare Genexpression durch die zwei Plasmide pTet-On und pTRE2hyg-Luc und
den damit verbundenen zwei stabilen Transfektionen in hMSC sich als nicht durchfiihrbar
erwiesen, wurde ein Plasmid entwickelt, das die essentiellen Elemente beider Vektoren auf
einem vereint und von uns als p2in1 bezeichnet wurde. Hierbei war es von besonderer Be-
deutung, dass der regulierbare Promotor nicht in die Ndhe — und damit unter die Kontrolle —
des CMV-Promoters P, gelangte, was zur konstitutiven Expression des zu regulierenden
Transgens geflihrt hdtte. Deshalb wurde der Transaktivator unter die Kontrolle des requlier-
baren Promotors gestellt. Das setzt allerdings eine unspezifische Aktivitdt im nicht-induzier-
ten Zustand voraus. Nach Doxycyclin-Induktion sollte sich die Expression der beiden
Transgene (Transaktivator rtTA und Luziferase) im Sinne eines positiven Feedback-Mechanis-
mus verstarken.

SV40 polyA
D4.1 Generierung des Vektors p2in1

Fir die Klonierung des Plasmids
(Abb. 28) waren die in Abb. 29 gezeig-
ten Zwischenschritte notwendig.

p2in1
6988 bp

B-globin polyA

Pvull  Nhel Notl Clal Eco
MCS

Abb. 28 Vektorkarte von p2inT.
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1. Generierung von pTet-On-P_. .\ Smal

I
v\
Insert: P_. . aus pTRE2hyg x Smal (blunt) | TRE |pmink m ®
/
+ EcoRI

Vektor: pTet-On x EcoRl und Klenow-Auffiillreaktion m A >

._/Xhol

P m
pTet-On-P .\ omv o

Xhol

2. Generierung von pCR2.1-TOPO-P . . .., — rtTA-polyA

Insert: PCR-Produkt von P_. ... und rtTA aus pTet-On-P . ...
mit modifizierten Primern (Xhol-Schnittstelle) m“

Vektor: pCR2.1-TOPO

3. Generierung von pTRE2hygA XAol 5329

Vektor: pTRE2hyg x Xhol, partieller Verdau, Klenow-Auffillreaktion
Xhol 5392 mutiert

4. Generierung von p2in1 Xhol Xhol

Insert: P_. . o, und rtTA aus pCR2.1-TOPO-P_. .. - rtTA x Xhol

+ j(hol

| )
Vektor: pTRE2hygAX#0/5392 x Xhol TRE JP..f 0 MES ®
|

p2in1 < :—rtTA Ip.J[_TRE !P_k \W®
\ ¥

5. Generierung von p2in1-Luc Pvll Nhel

1 N4 |
Vektor: p2in1 x Pvull (blunt), x Nhel <:TKPM PQ& m ®
\ V

I Smal Nhel

Insert: Luziferase aus pTRE2hyg-Luc x Smal (blunt), x Nhel Luziferase >

TRE

1 A
p2in1-Luc < rtTA km TRE Pmm> Luziferase >
\ V
Abb. 29 Generierung von p2in1.
Die Pfeile symbolisieren die Genabschnitte. rtTA: reverser Transaktivator, P = P_ ., minimierter humaner

Cytomegalovirus immediate early Promotor, TRE: tet response element; MCS: multiple cloning site.
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D4.1.1 Generierung von pTet-On-P

minhCMV

Dieser Vektor stellte ein reines Hilfskonstrukt fiir die Generierung von p2in1 dar. Zunachst
wurde der minimierte immediate early Promotor des Cytomegalievirus (P .,) mit Smal
(blunt) aus pTRE2hyg geschnitten. Dieser sollte in den Vektor pTet-On vor den Transaktivator
inseriert werden. Deshalb wurden pTet-On mit EcoRI geschnitten und die liberhdngenden
Enden nach einer Ethanolfdllung mit einer Klenow-Reaktion aufgefillt. Nach einer
Dephosphorylierung wurde der linearisierte Vektor (7,5 kb) und das Insert-Fragment (157 bp)
tber ein praparatives Gel isoliert, ligiert und transformiert. Sieben Klone wurden durch eine
Restriktion mit Sacl untersucht. Das analytische Gel erwies, dass vier Klone positiv fiir das
Insert waren und dieses zudem die korrekte Orientierung zeigte. Folgende Banden mussten
im letzteren Fall vorhanden sein: 6,5 und 0,82 kb, 144 und 104 bp (Abb. 30).

o
-
- 144 bp
150 —— ' PRI - ORI . ey e
100 —— =
104 bp

Abb. 30 Analytische Restriktion von pTet-On-P
1: 50 bp-DNA-Marker; 2-8: pTet-On-P,

minhCMV/ X SaCl

mrowy X Sacl. 2, 3, 4 und 8 présentieren das richtige Bandenmuster.

D4.1.2 Generierung von pCR2.1-TOPO-P -rtTA-polyA

minhCMV

Dieser Vektor stellte den zweiten Zwischenschritt fiir die Herstellung von p2in1 dar. Dafiir
wurde der DNA-Abschnitt P .. -rtTA-polyA aus pTet-On-P_ .. mittels PCR amplifiziert
(Abb. 31). Das PCR-Produkt (1,7 kb) wurde direkt zur TOPO-TA-Klonierung eingesetzt. Nach
Transformation und Blau-WeiB3-Selektion wurde ein positiver Klon durch Sequenzierung und
Vergleich mit der Original-Sequenz Gberpriift, wobei sich in den relevanten Bereichen volle
Kongruenz mit dieser ergab.

Abb. 31 Analytische Agarose-Gel-Elektrophorese des PCR-Produkts P
1: PCR-Produkt; 2: 250 bp-DNA-Marker.

rtTA-polyA.

minhCMV ™~
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D4.1.3 Generierung von pTRE2hyg-AX#Aol 5392

Das Hilfskonstrukt pTRE2hyg-AXhol 5329 wurde hergestellt, um die Xhol-Schnittstelle an
Position 5329 im Vektor pTRE2hyg zu deletieren. Dies war notwendig, da in diesem Vektor
zwei Xhol-Schnittstellen (Position 1 und 5329) vorhanden waren und man fiir die Klonierung
auf die Schnittstelle an Position 1 unbedingt angewiesen war. Dazu wurde der Vektor
pTRE2hyg mit dem Restriktionsenzym Xhol partiell verdaut. Das beinhaltete, dass zum einen
mit einer geringeren Enzymmenge gearbeitet wurde und zum anderen die Inkubationszeit der
Restriktion variiert werden musste, um die optimalen Bedingungen fiir einen partiellen Ver-
dau zu erhalten.

OPTIMIERUNG DES PARTIELLEN VERDAUS

Zum partiellen Verdau wurden aus dem Restriktionsansatz alle 20 Minuten ein Aliquot ent-
nommen und die Reaktion sofort durch Einfrieren unterbrochen. Danach wurden die Restrik-
tionsansatze mittels eines analytischen Gels aufgetrennt. Dabei stellte sich eine Inkubations-
zeit von 40 Minuten als optimal heraus, um nur eine Xhol-Schnittstelle zu spalten (Abb. 32,
Spur 3 und Tab. 6).

8000 —
6000 ——
5000 —
4000 —

3000 —
2500 —
2000 —

1500 —

Abb. 32 Analytische Agarose-Gel-Elektrophorese von pTRE2hyg x Xhol (partieller Verdau).
1: 250 bp-DNA-Marker; 2-5: pTRE2hyg x Xhol, mit Inkubationszeiten von 20, 40, 60 und 80 Minuten;
6: 250 bp-DNA-Marker; 7: pTRE2hyg (ungeschnitten).

Tab. 6 Fragmentmuster bei partiellem Verdau. 0 Min entspricht Spur 7 in Abb. 32; 20 Min entspricht Spur 2,
40 Min Spur 3, 60 Min Spur 4 und 80 Min Spur 5. Eine Inkubationszeit von 40 Minuten wird bendtigt, um nur
eine Xhol-Schnittstelle zu spalten (+: im Gel sichtbare Bande; -: keine Bande im Gel).

Inkubationszeiten

Bande Interpretation 0Min 20 Min 40 Min 60 Min 80 Min
~7000 bp ungeschnitten (supercoiled) + + + - -
5323 bp Tmal geschnitten - + + + -
3758 bp 2mal geschnitten, 1. Fragment - + + + +
~3000 bp ungeschnitten (supercoiled) + + + - -
1567 bp 2mal geschnitten, 2. Fragment - + + + +
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PRAPARATION UND ANALYSE DES pTRE2hyg-AXHol 5392

Der praparative Verdau fand unter den optimierten Bedingungen statt (s. Abb. 32, Spur 3 und
Tab. 6). Die liberhdngenden Enden wurden mit Klenow-Enzym aufgefiillt, das Plasmid nach
Ethanolfdllung ligiert und transformiert. Sieben Klone wurden durch einen Verdau mit Xhol
und Nhel auf einem Agarose-Gel analalysiert (Abb. 33). Die Zerstérung der Xhol-Schnittstelle
an Position 5329 konnte durch ein Bandenmuster von 501 bp und 4,8 kb bei vier Klonen
nachgewiesen werden. Fragmentldngen von 3,3 und 1,6 kb sprachen fiir die Eliminierung der
falschen Schnittstelle an Position 1. Banden bei 3,3, 1,6 kb und 501 bp indizierten, dass die
Klenow-Reaktion nicht ordnungsgemal3 stattgefunden und das Plasmid unverdndert religiert
hatte.

5000 —
4000

3000 —
2500 —
2000 —

1500 —

500 — —
501 bp
Abb. 33 Analytische Agarose-Gel-Elektrophorese von pTRE2hyg-AXhol 5392 x Xhol [ Nhel.
1: 250 bp-DNA-Marker; 2-8: pTRE2hyg (nach AXhol 5392 und Klenow-Auffiillreaktion) x Xhol | Nhel;
2, 3,7, 8: AXhol 5392. Bande bei 2000 bp: wahrscheinlich unverdautes Plasmid.

D4.1.4 Generierung von p2in1

Fiir das Plasmid p2in1 wurden pTRE2hyg-AXhol 5329 an Position 1 mit Xhol geéffnet und die
Enden nach Ethanolfdllung dephosphoryliert. Als Insert wurde das DNA-Fragment P_ . ..~
rtTA-polyA aus dem Vektor pCR2.1-TOPO-P_, ... -rtTA-polyA herangezogen, das aufgrund der
vorherigen Verwendung von Xhol-elongierten Primern auch mit Xhol geschnitten werden
konnte. Beide Fragmente (1,7 kb des Inserts bzw. 5,3 kb des Vektors) wurden Gber ein pra-
paratives Gel isoliert und ligiert. Nach Transformation wurden Transformanden in je zwei
analytischen Restriktionansatzen untersucht. Beim Verdau mit Xhol zeigte sich auf dem ana-
lytischen Gel, dass drei Klone das Insert beinhalteten (Vektor: 5,3 kb; Insert: 1,7 kb; Abb. 34a).
Der Verdau mit Smal lieB mit Banden von 5,5 und 1,4 kb Lange erkennen, dass die Orientie-
rung des Inserts bei einem Klon richtig war (Abb. 34b).

Das Plasmid p2in1 enthilt eine multiple cloning site (MCS), die die Restriktion mit gangigen
Restriktionsenzymen erlaubt (s. Abb. 28).
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Abb. 34 Analytische Restriktion von p2in1.
a 1: 250 bp-DNA-Marker; 2-4: p2in1 x Xhol. Unvollstandiger Verdau.
b 1: 250 bp-DNA-Marker; 2-4: p2in1 x Smal; 2: Klon mit korrekter Orientierung des Inserts.

D4.1.5 Generierung von p2in1-Luc

Fiir den Vektor p2in1-Luc wurde in die MCS des Vektors p2in1 die codierende Sequenz der
Luziferase ligiert. Diese wurde aus dem Vektor pTRE2hyg-Luc mit Smal und — nach Ethanol-
fallung — mit Nhel geschnitten. Der Vektor p2in1 wurde durch Kreuzrestriktion mit Pvull und
Nhel geschnitten und anschlieBend dephosphoryliert. Die Fragmente (Vektor p2in1:7,0 kb
bzw. Insert Luziferase: 1,6 kb) wurden (iber ein préparatives Gel isoliert, ligiert und das ent-
standene Plasmid transformiert. Nach analytischer Restriktion mit EcoRI konnten elf positive
Klone anhand des Bandenmusters mit 3,6 kb, 2,4 kb, 2,1 kb und 601 bp identifiziert werden
(Abb. 35).

4000 —

3000 —
2500 — |

2000 —
1500 —

750 —

500 —

Abb. 35 Analytische Restriktion von p2in1-Luc.
1: 250 bp-DNA-Marker; 2-12: p2in1-Luc x EcoRl.
Es wurden jeweils unterschiedliche Mengen an DNA aufgetragen.
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D4.2 Transiente Transfektion von p2in1-Luc

OPTIMIERUNG

Um die prinzipielle Funktionsfahigkeit des Plasmids p2in1 bzw. des Derivats p2in1-Luc zu
testen, wurden hMSC im 48-Kavitdten-Format mit unterschiedlichen DNA- (0,55 und
1,10 pg/ml) und Lipofectamine 2000-Mengen (1,5- und 3-facher Uberschuss im Vergleich zur
DNA-Menge) transfiziert. Induziert wurde dabei mit 1 pug/ml Doxycyclin. Aus Abb. 36 geht
hervor, dass mit der Vektorkonzentration von 1,1 ug/ml und einem 3-fachen Uberschuss von
Lipofectamine 2000 das beste Ergebnis erreicht werden konnte. AuBerdem wird aus dem Ver-
gleich mit der Kontrolle (Transfektion von hMSC mit pEGFPLuc: 1,1 ug/ml DNA und einem
3-fachen Uberschuss von Lipofectamine 2000) deutlich, dass durch den induzierbaren
Promotor in hMSC mindestens dieselben Luziferase-Aktivitaten erreicht werden kdnnen wie
mit dem nicht-induzierbaren Promotor des Cytomegalievirus.
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Kontrolle 0,55 pg/ml; 1:1,5 1,1 ug/ml; 1:1,5 0,55 pg/ml; 1:3 1,1 pg/ml; 1:3
DNA-Gesamtmenge; Ratio DNA : Lipofectamine 2000

0.02

Abb. 36 Luziferase-Aktivitdt 48 Stunden nach Transfektion von p2in1-Luc in hMSC unter Induktion mit
1 ug/ml Doxycyclin. (Kontrolle: Transfektion von hMSC mit pEGFPLuc mit 1,1 pg/ml DNA und einem 3-fachen
Uberschuss von Lipofectamine 2000). Dargestellt sind die Mittelwerte +/- Standardabweichung von zwei unab-
hangigen Versuchen, welche jeweils in drei Ansdtzen durchgefiihrt wurden.

Die besten Induktionsraten wurden mit 1,1 pg/ml DNA und einem 3-fachen Uberschuss an Lipofectamine 2000
erreicht (signifikanter Unterschied zu anderen Transfektionsbedingungen; **: p < 0,01; *: p < 0,05).
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DoXYCYCLIN-TITRATIONSREIHE

Nachdem die grundsatzliche Funktionalitdt des p2in1-Luc erwiesen war, stellte sich die
Frage, inwieweit die Luziferase-Aktivitat durch verschiedene Doxycyclin-Konzentrationen
gesteuert werden kann. Dazu wurden hMSC mit 1,1 ug/ml p2in1-Luc und der 3-fachen
Menge an Lipofectamine 2000 im 12-Kavitaten-Format transfiziert sowie Doxycyclin-
Konzentrationen von 0, 0,01, 0,1 und 1 ug/ml eingesetzt. Abb. 37 zeigt die Doxycyclin-
abhangige Luziferase-Expression in einem Konzentrationsbereich zwischen 0,01 und 1 pg/ml.
Unter nicht-induzierten Bedingungen zeigt der Vektor eine relativ hohe unspezifische
Aktivitat. Aus dem Verhaltnis nicht-induziert zu induziert lasst sich der jeweilige Induktions-
faktor berechnen (Tab. 7). So kann z. B. mit einer Doxycyclin-Konzentration von 1 pg/ml eine
Induktion um das 4,8-fache erreicht werden.
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T 0,10 - |
© .
& ‘
5 0,05 - t
T
I
0,00
nicht induziert 0,01 0,10 1,00

Doxycyclin-Konzentration [ug/mi]

Abb. 37 Luziferase-Aktivitdt nach transienter Transfektion von p2in1-Luc (1,1 ug/ml DNA und der 3-fachen
Menge an Lipofectamine 2000) in hMSC unter Induktion mit verschiedenen Doxycyclin-Konzentrationen.

Die Regulation beschrankt sich nicht nur auf einen An- bzw. Ausmechanismus, sondern ldsst eine quantitative
Steuerung der Genexpression zu. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte +/- Standardabweichung von zwei un-
abhingigen Versuchen, wobei jeder Versuch aus drei Ansitzen bestand (signifikanter Unterschied zum Vorwert
bei einer Doxycyclin-Konzentration von 0,01 und 0,1 ug/ml; signifikante Unterschiede zur nicht-induzierten
Kontrolle bei den allen Doxycyclin-Konzentration; **: p < 0,01; *: p < 0,05).

Tab. 7 Induktionsraten von p2in1-Luc in Abhingigkeit von der Doxycyclin-Konzentration.
Doxycyclin-Konzentration [ug/ml] 0,01 0,1 1
Induktionsfaktor 1,7 3,2 4.8
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D5 EXPRESSION DES TRANKRIPTIONSFAKTORS POUSF1_IA

Das Expressionsniveau des Transkriptionsfaktors POU5F1 ist in embryonalen Stammzellen
mitverantwortlich fiir deren Pluripotenzeigenschaften. Zur Untersuchung der Frage, ob durch
dessen quantitativ requlierbare Expression das Stammzellpotential von hMSC beeinflusst
werden kann, sollten zunéchst Plasmide zur (reqgulierbaren) POUSF1-Expression generiert
werden. Aufgrund der Tatsache, dass POU5F1_iB in ES-Zellen nicht nachweisbar ist, wird die
Aufrechterhaltung des Stammzellcharakters POUSF1_iA zugeschrieben (Cauffman et al.,
2006). Vor diesem Hintergrund wurden in dieser Arbeit alle Transfektion mit POU5SF1_iA
durchgefiihrt. Dabei sollte die mRNA-Expression kontrolliert und mit nicht-transfizierten
hMSC verglichen werden. Um zu untersuchen, inwiefern die Expression von POU5F1_iA das
Wachstumsverhalten von hMSC beeinflusst, wurden Proliferationsstudien durchgefiihrt.

D5.1 Generierung von Plasmiden

Die cDNA der beiden SpleiBvarianten POU5F1_iA und POU5F1_iB wurden von der Arbeits-
gruppe von Dr. P. Neth kloniert und durch Sequenzierung bestatigt. In dieser Arbeit fanden
die beiden Plasmide pCR2.1-TOPO-POU5F1_iA bzw. -POU5F1_iB Verwendung.

D5.1.1 Generierung von p-POU5F1_iA bzw. POU5F1_iB-IRES-neo2

Zur Generierung dieser Vektoren diente als Grundgerist pIRES-neo2, in das die POU5F1_iA-
bzw. POU5F1_iB-cDNA aus den Vektoren p-POU5F1_iA- bzw. POU5F1_iB-IRES-EGFP inseriert
wurden. Die Spaltung der DNA wurde durch Nhel und BamHl liber einen Kreuzverdau er-
reicht. Der Vektor wurde zusatzlich noch dephosphoryliert, bevor alle bendtigten Fragmente
(5.3 kb bzw. 1,1 und 0,8 kb) mittels eines praparativen Gels aufgereinigt wurden. Jeweils
sechs Transformanden wurden anhand einer Plasmidprdparation und einer analytischen
Restriktion mit Xhol untersucht. Das Bandenmuster von 3,6 kb, 2,4 und 0,37 kb (fiir iA) bzw.
3,6 kb, 2,2 und 0,37 kb (fiir iB) zeigte an, dass alle gepriiften Klone positiv waren (Abb. 38a).

D5.1.2 Generierung von pcDNA3.1-POU5F1_iA bzw. POU5F1_iB

Hierfiir diente das Plasmid pcDNA3.1 als Vektor-Riickgrat, in das die cDNAs fiir POU5F1_iA
bzw. POUSF1_iB eingefiigt wurden. Der Vektor (5,4 kb) wurde mit Nhel und BamHI Gber
einen Kreuzverdau in der MCS geschnitten, dephosphoryliert und anschlieBend lber ein pra-
paratives Gel gereinigt. Danach wurde der Vektor mit den cDNA-Fragmenten ligiert, die bei
der Generierung von p-POU5F1_iA bzw. POU5F1_iB-IRES-neo2 schon als Insert gedient
hatten (s. D5.1.1). Zur Analyse wurden je sechs Klone mit Nhel und Sacl verdaut. Ein Banden-
muster von 5,4 und 1,1 kb (fiir iA) bzw. 0,8 kb (fiir iB) belegte, dass alle untersuchten Klone
positiv waren (Abb. 38b).
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54 kb

1,1kb
Abb. 38 Analytische Agarose-Gel-Elektrophorese von p-POUSF1_iA-IRES-neo2 bzw. pcDNA3.1-POU5SF1_iA.
Es wurden jeweils unterschiedliche Mengen an DNA aufgetragen.
a Analytische Agarose-Gel-Elektrophorese von p-POU5F1_iA-IRES-neo2.
1, 8: 250 bp-DNA-Marker; 2-7: p-POU5F1_iA-IRES-neo2 x Xhol.

b Analytische Agarose-Gel-Elektrophorese von pcDNA3.1-POU5F1_iA.
1: 250 bp-DNA-Marker; 2-7: pcDNA3.1-POU5F1_iA x Nhel und Sacl.

D5.1.3 Generierung von p-POU5F1_iA- bzw. POU5F1_iB-IRES-EGFP

Zur Generierung der Vektoren p-POU5F1_iA- bzw. POU5F1_iB-IRES-EGFP wurde der Vektor
pIRES2-EGFP per Kreuzrestriktion mit Nhel und Sall in der MCS geschnitten. Zur Herstellung
der Inserts wurden die Plasmide pCR2.1-TOPO-POU5F1_iA bzw. -POU5F1_iB in gleicher
Weise mit den vorher genannten Restriktionsenzymen verdaut. Bevor die entsprechenden
Fragmente Gber ein Gel gereinigt und ligiert wurden (POU5SF1_iA: 1,1 kb; POU5F1_iB: 0,8 kb;
Abb. 39a), erfolgte die Dephosphorylierung des Vektors. Je sechs Transformanden wurden
durch analytische Restriktion mit Nhel und BamHI untersucht. Dabei zeigten drei (fiir iA)
bzw. fiinf Klone (fiir iB) das richtige Bandenmuster (Vektor 5,2 kb; Insert 1,1 bzw. 0,8 kb;
Abb. 39b bzw. ¢).
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Abb. 39 Priparative und analytische Agarose-Gel-Elektrophorese zur Herstellung von p-POU5F1_iA- bzw.
POU5F1_iB-IRES-EGFP. Es wurden jeweils unterschiedliche Mengen an DNA aufgetragen.

a Préparative Agarose-Gel-Elektrophorese von pCR2.1-TOPO-POU5F1_iA bzw. -POU5SF1_iB.
1: pCR2.1-TOPO-POU5F1_iA x Nhel und Sall; 2, 3: pCR2.1-TOPO-POUS5F1_iB x Nhel und Sall; 4: pCR2.1-TOPO-
POUS5F1_iA; 5: 250 bp-DNA-Marker.

Analytische Agarose-Gel-Elektrophorese von p-POU5SF1_iA- bzw. POU5F1_iB-IRES-EGFP.
b 1:250 bp-DNA-Marker; 2-4: p-POU5F1_iA -IRES-EGFP x Nhel und BamHI.
C 1: 250 bp-DNA-Marker; 2-9: p-POU5F1_iB-IRES-EGFP x Nhel und BamHI.

ERGEBNISSE| 73



D5.2 Transiente Transfektion

Da POU5F1_iA und nicht POU5F1_iB fiir die Stammzelleigenschaften von ES-Zellen mitver-
antwortlich sein soll (Cauffman et al., 2006), wurden in meinem Projekt alle Transfektionen
mit POU5F1_iA durchgefiihrt. Die generierten Plasmide sollten unter optimalen Bedingungen
transfiziert und die mRNA-Expression kontrolliert werden.

D5.2.1 Optimierung der Transfektion

Um optimale Bedingungen fiir die Transfektion von p-POU5F1_iA-IRES-EGFP zu finden,
wurden hMSC mit unterschiedlichen DNA-Lipofectamine 2000-Verhiltnissen (zwischen
1:0,75 und 1:4,5) und DNA-Mengen (0,32 — 1,0 pg/ml) im 12-Kavitdten-Format transfiziert.
Bei der Auswertung der EGFP-Expression des Vektors p-POU5F1_iA-IRES-EGFP war eine sehr
schwache Fluoreszenz detektierbar, so dass die optimalen Mengen auf einen Bereich
zwischen 0,32 und 0,91 pg/ml der Vektorkonzentration bzw. ein 1,5- bis 4,5-facher Uber-
schuss an Lipofectamine 2000 im Vergleich zur DNA-Menge eingegrenzt werden konnten. Fiir
die Transfektionen der Plasmide p-POU5F1_iA-IRES-EGFP, p-POUS5F1_iA-IRES-neo2 und
pcDNA3.1-POU5SF1_iA wie auch der Kontrollen pIRES-EGFP und plRES-neo2 wurde mit
0,8 ug/ml und einem 3-fachen Uberschuss an Lipofectamine 2000 gearbeitet.

Fir die Kotransfektion wurden die fiir pTet-On und pTRE2hyg-Luc optimierten Bedingungen
herangezogen (0,9 pg/ml Gesamt-DNA; Verhiltnis pTet-On: pTRE2hyg-POUSF1_iA: 1:10;
3-facher Uberschuss an Lipofectamine 2000; s. Abb. 22).

D5.2.2 Expressionskontrolle iiber quantitative RT-PCR

Um die Funktionsfahigkeit der generierten Plasmide p-POU5F1_iA-IRES-EGFP, p-POU5F1_iA-
IRES-neo2 und pcDNA3.1-POU5F1_iA auf mRNA-Ebene zu priifen, wurden diese ebenso wie
die Kontrollen pIRES-EGFP und pIRES-neo2 unter den oben beschriebenen Bedingungen im
6-Kavitdten-Format transfiziert. Nach zwei Tagen erfolgte die Messung der POU5F1_iA- bzw.
GAPDH-mRNA-Transkripte durch quantitative RT-PCR. Die Bestimmung der GAPDH-
Transkripte diente hier zur Normierung der POU5F1_iA-Expression. Die in Abb. 40 dargestell-
ten Ergebnisse demonstrieren, dass alle POU5F1_iA-codierenden Vektoren auch zu einer
Expression dieses Zielgens auf mRNA-Ebene fiihrten. Die mit den Kontrollplasmiden trans-
fizierten bzw. nicht-transfizierten hMSC zeigten keine POU5F1_iA-mRNA-Expression.
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Abb. 40 POU5F1_iA-mRNA-Expression in hMSC nach Transfektion mit den Vektoren p-POU5F1_iA-IRES-EGFP,
p-POUSF1_iA-IRES-neo2 und pcDNA3.1-POUSF1_iA bzw. den entsprechenden Kontrollen. Die Daten sind als
Mittelwerte +/- Standardabweichung eines Experiments dargestellt, das aus drei Ansitzen bestand.

In einem weiteren Versuch sollte durch eine transiente Kotransfektion von pTet-On und
pTRE2hyg-POU5F1_iA in hMSC untersucht werden, ob bzw. inwieweit — analog zu den
Kotransfektionen von pTet-On und pTRE2hyg-Luc (s. Abb. 23) — eine regulierte Expression
von POUSF1_iA im Rahmen einer transienten Transfektion mdglich ist. Dazu wurden die
Vektoren unter den in Abschnitt D5.2.1 beschriebenen Bedingungen im 6-Kavitdten-Format
transfiziert und mit 0,1 und 10 pg/ml Doxycyclin induziert. Nach 48 Stunden wurde die
POU5F1_iA- und GAPDH-mRNA-Kopienanzahl gemessen. Nach Normierung auf GAPDH
ergab sich folgendes Bild (Abb. 41): Steigende Doxycyclin-Konzentrationen bewirkten eine
zunehmende Expression von POUSF1_iA (4,6-fache Induktion mit 0,1 pg/ml bzw. 20-fach mit
10 pg/ml Doxycyclin). Allerdings wurde POUSF1_iA unter nicht-induzierten Bedingungen
bereits basal exprimiert.

15 | .
I l
()
(a8 ‘I -
<
9
g ‘
|
&
> 05+
o *%
[a 18
* T
0 \ :
nicht transfiziert nicht induziert 0,1 pg/ml 10 ug/ml
Doxycyclin Doxycyclin

Abb. 41 POU5SF1_iA-mRNA-Expression in hMSC 48 Stunden nach Kotransfektion von pTet-On und pTRE2hyg-
POUSF1_iA. Die Daten sind normiert auf die GAPDH-mRNA-Kopienanzahl und als Mittelwerte +/- Standardab-
weichung eines Experiments dargestellt, das aus drei Ansitzen bestand (signifikante Unterschiede zur nicht-
induzierten Kontrolle bei den Doxycyclin-Konzentration; signifikanter Unterschied zwischen den Doxycyclin-
Konzentration von 0,1 und 10 ug/ml; signifikanter Unterschied zwischen nicht transfiziert und nicht induziert;
*:p<0,01;* p<0,05).
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D5.2.3 Proliferationsverhalten von POU5F1_iA-transfizierten hMSC

Um zu untersuchen, ob die Expression von POU5F1_iA das Wachstumsverhalten von hMSC
beeinflusst, wurden Proliferationsstudien durchgeflihrt. Dazu wurden hMSC mit den Vektoren
p-POU5F1_iA-IRES-neo2 sowie der Kontrolle pIRES-neo2 wie in Abschnitt D5.2.1 dargestellt
im 48-Kavitdten-Format transfiziert. In Abb.42 ist das Zellwachstum {ber den
Untersuchungszeitraum von sieben Tagen dargestellt, wobei am ersten, zweiten, fiinften und
siebten Tag die Zellzahl mittels des CyQuant-Assays bestimmt worden war.

Die Ergebnisse zeigen, dass nicht-transfizierte Zellen innerhalb von sieben Tagen um mehr als
das Doppelte proliferierten. Ein Vergleich der Zellzahl am zweiten Tag macht deutlich, dass
die Anzahl der transfizierten Zellen um 30 % reduziert war. Erst ab dem fiinften Tag stiegen
die Zellzahlen nach Transfektion erneut an und erreichten am siebten Tag wieder die Aus-
gangszellzahl. Der Unterschied der Zellzahlen zwischen nicht-transfizierten und transfizierten
Zellen vergroBerte sich im Laufe der Woche und bestand am Ende in einer Differenz von
60 %. Die Proliferationshemmung durch POUS5SF1_iA lasst sich am Vergleich zwischen
p-POU5F1_iA-IRES-neo2 und plRES-neo2 erkennen. Vor allem am zweiten, fiinften und
siebten Tag fallt der Unterschied auf, der am ersten Tag noch nicht vollkommen ausgepragt
war.
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Abb. 42 Proliferationsverhalten von hMSC nach transienter Transfektion mit p-POUSF1_iA-IRES-neo2 Uber
einen Zeitraum von sieben Tagen. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- Standardabweichung zweier unabhingi-
ger Experimente, wobei jeder Versuch in drei Ansatzen durchgefiihrt wurde (signifikante Unterschiede zwischen
nicht transfiziert und transfiziert mit pIRES-neo2 am Tag 2, 5 und 7, kein signifikanter Unterschied am Tag 1;
signifikante Unterschiede zwischen p-POU5F1_iA-IRES-neo2 und plRES-neo2 am Tag 2, 5 und 7, kein signifi-
kanter Unterschied am Tag 1; **: p < 0,001; **: p < 0,01; *: p < 0,05).
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Kapirer B —

E DISKUSSION

Mit dem langfristigen Ziel, durch genetische Modifikationen von Stammzellen letztlich einen
effektiven Patienten-spezifischen Zell- und Gewebeersatz generieren zu kdnnen, wurden in
dem vorgestellten Promotionsprojekt zundchst mehrere Mdoglichkeiten der nicht-viralen,
induzierbaren Expression von Reporterplasmiden evaluiert und schlieBlich erstmals die Aus-
wirkungen des Pluripotenz-vermittelnden Transkriptionsfaktors POU5SF1 auf die Prolifera-
tionsfahigkeit von hMSC untersucht.

Im Folgenden sollen nun wesentliche Ergebnisse insbesondere hinsichtlich der Methoden-
optimierung im Kontext bekannter Literaturdaten diskutiert werden.

E1 TRANSFEKTION IN hMSC

Wie in Tab. 8 zusammengefasst, wurden diverse Transfektionen in hMSC mit unterschied-
lichen Zielsetzungen durchgefiihrt. So diente die Transfektion von Plasmiden, die die
Reporter-Gene Luziferase und/oder EGFP enthielten zum einen der Methodenoptimierung.
Zum anderen waren Transfektionsuntersuchungsexperimente zur Etablierung des regulier-
baren Tet-On-Systems in hMSC unerlasslich. Daflir wurden die Vektoren sowohl transient
(einzeln und kombiniert) als auch stabil transfiziert. Ein weiterer Schwerpunkt bestand in der
Transfektion von Plasmiden, die fiir den Transkriptionsfaktor POU5F1_iA codieren.

E1.1 Liposomaler Gentransfer

Aufgrund der in der Arbeitsgruppe von Dr. P. Neth vorliegenden Erfahrungen hinsichtlich der
fir die Transfektion von hMSC geeignetsten Methoden wurde der bereits etablierte lipo-
somale Gentransfer mittels Lipofectamine 2000 gewahlt und fiir die eigenen Erfordernisse
adaptiert (Hoelters et al., 2005). Die optimierten Konzentrationen von DNA und Lipo-
fectamine 2000 lagen in einem Bereich von 0,6 — 1,1 pg/ml bzw. 0,9 — 3,3 pl/ml. Die besten
Transfektionseffizienzen ergaben sich bei einem Verhéltnis von 1:1,5 und 1:3. Unter diesen
Bedingungen zeigte sich in Ubereinstimmung mit den publizierten Daten eine Uberlebensrate
von mehr als 80 9% (Hoelters et al., 2005). Hohere Lipofectamine 2000- bzw. DNA-
Konzentrationen gingen mit einer hdheren Zellmortalitdt einher und sollten deshalb nicht
verwendet werden.
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Tab. 8 Ubersicht iiber die durchgefiinrten Transfektionen. APH: Aminoglykosid-3'-Phosphotransferase.

Lipofectamine 2000

Vektoren GroBe [kb] | DNA [ug/ml] S exprimierte Proteine IRES stabil Kapitel
Reporter-Plasmide

pEGFPLuc-IRES-neo2 | 7,8 0.8 3(2,4) Luziferase, EGFP, APH B2.2.
pLucEGFP 6,4 0.8 3(2,4) Luziferase, EGFP, APH B2.2.
pEGFPLuc 6,4 0,8 3(2,4) Luziferase, EGFP, APH B2.2.
pEGFP-N3 4,7 0,6 1,5 (0,9) EGFP, APH B2.2.
Plasmide zur regulierbaren Genexpression

pTet-On 7.4 0,6 1,5 (0,9) Transaktivator, APH + B3.4.1.; B3.5.
p2in1-Luc 8,6 1.1 3(3.3) Luziferase, Transaktivator, APH B4.2.
pTRE2hyg-Luc 7.0 1 3(3,0) Transaktivator, APH, Luziferase, APH B3.5.3.
Kotransfektionen

pTet-On und 7.4 Transaktivator, APH, Luziferase, Hygromycin-

pTRE2hyg-Luc 7.0 09(009081) |3 (2.7) Phosphorylase B3.4.2.
pTet-On und Transaktivator, APH, EGFP, Hygromycin-

oTRE2hyg-EGFP 7,46,0 0,9 (0,09 0,81) [3(2,7) Phosphorylase B3.4.3.
pTet-On und Transaktivator, APH, POU5F1_iA, Hygromycin-

TRE2hyg-POUSF1_ia| 7464 [08(009081) |3 (27) Phosphorylase B3.4.1
Plasmide mit POU5F1_iA

pIRESneo2 53 0.8 3(2,4) APH + B5.2.
p-POUSF1_iA- .

IRESneo?2 6,4 0,8 3(2.4) POUSF1_iA, APH + B5.2.
pIRES2-EGFP 53 0,8 3(2.4) APH, EGFP + B5.2.
‘E’éigu‘r’ﬂ—'A"RES' 6.4 0.8 3 (2.4) POUSF1_iA, EGFP, APH +  |Bs2
pcDNA3.1-POU5F1_iA| 6,5 0,8 3(2.4) POUSF1_iA, APH B5.2., B5.3.




E1.2 Transiente Transfektion

Um die Bedingungen der liposomalen Transfektion von hMSC weiter zu optimieren, wurde die
Effizienz des Gentransfers der verschiedenen Plasmide in mehreren Versuchsreihen bestimmt.
Der Nachweis erfolgte nach 24 bis 48 Stunden, da in diesem Zeitraum die Expression des
Transgens am hdchsten zu sein scheint (Tseng et al., 1997; Hoelters et al., 2005).

TRANSFEKTION VON EGFP-PLASMIDEN

Bei der Bestimmung der Transfektionseffizienz spielt insbesondere »griin fluoreszierendes
Protein« (GFP) eine groBe Rolle, da hier vergleichende Analysen durch die prozentuale Angabe
der leuchtenden Zellen mdglich sind (Labas et al., 2002). So wurde in der Arbeitsgruppe von
Dr. P. Neth bei der Transfektion von hMSC mit pEGFP-N3 eine Effizienz von 50 % erreicht
(Hoelters et al., 2005). Im Vergleich hierzu zeigte der liposomale Gentransfer in MSC von
Ratten nur eine Effizienz von 25 % (McMahon et al., 2006) und in murinen neuralen Stamm-
zellen von 15% (Falk et al., 2002). Mittels anderer Gentransfermethoden wie z. B. der
Elektroporation wurden ebenfalls nur 12 9% der hMSC transfiziert (Peister et al., 2004), wéh-
rend der Einsatz von viralen Vektoren in MSC von Ratten zu 96 % GFP-positiven Zellen
fiihrte (McMahon et al., 2006). Wiewohl die Verwendung von GFP als Fusionsprotein auch in
Stammzellen eine (ibliche Methode zur Untersuchung von einzelnen Molekiilen darstellt (Cao
et al., 2006; Li et al., 2006), konnte bei den in meiner Arbeit durchgefiihrten Transfektionen
von pEGFPLuc-IRES-neo2, pEGFPLuc und pLucEGFP (s. Tab. 8) nur wenige schwach GFP-
positive Zellen detektiert werden. Eine Fusion mit GFP sollte dessen Fluoreszenzeigenschaften
nicht verindern (Ponomarev et al., 2004). Eingeschrinkt werden die Spezifitit und
Sensitivitat der GFP-Fluoreszenz durch eine Hintergrund-Emission, welche sich aus der Auto-
fluoreszenz der Zellen (z. B. Stoffwechselprodukte) und der Fluoreszenz von ZellkulturgefaBen
bzw. Mediumkomponenten (z. B. Serum, Vitamine, Aminosduren, Phenolrot) zusammensetzt
(Feliciano et al., 2006). Um die Hintergrundfluoreszenz zu (bersteigen und detektierbare
Level zu erhalten, muss eine bestimmte Anzahl an GFP-Molekiilen in der Zelle exprimiert
werden (Aubin, 1979; Amsterdam et al., 1996). Die Expression wiederum ist abhangig von der
Kopienanzahl der aufgenommen Plasmide und Expressionslevel pro Gen. Obwohl die fiir die
Aufnahme wichtigen Parameter — wie z. B. die DNS-Menge und das Ladungsverhéltnis des
positiv geladenen Lipids zum negativ geladenen DNS-Riickgrat — optimiert worden waren,
wurden in meiner Arbeit nicht die ausreichende Anzahl an GFP-Molekiilen in der Zelle er-
reicht. Im Falle der Plasmide pIRES2-EGFP und p-POU5F1_iA-IRES-EGFP kdnnte eine Erkla-
rung fiir die schwache GFP-Expression die Verwendung des IRES-Elements darstellen
(s. E1.4).

DISKUSSION | 79



TRANSFEKTION VON LUZIFERASE-PLASMIDEN

Wahrend die Transfektion von EGFP-Plasmiden in diesem Projekt der schnellen Bestimmung
der Transfektionseffizienz mittels Fluoreszenzmikroskopie diente, erfolgte die Transfektion
von Luziferase-Plasmiden vor allem zur Quantifizierung der Proteinexpression des trans-
fizierten Luziferase-Gens in vitro nach Zelllyse (s. Tab. 8). Der Vergleich der erzielten Luzi-
ferase-Aktivitaten mit Literaturdaten ist allerdings schwierig, da meist nur absolute Zahlen
angegeben werden (Bornkamm et al., 2005; Cao et al., 2006) oder die Luziferase-Expression
auf die Gesamtzell-Proteinmenge bezogen wird (Baron and Bujard, 2000; Krueger et al.,
2006). In meiner Arbeit wurde die Aktivitidt auf die Zellzahl normiert (Tab. 9). Die Luziferase
erwies sich als ideales Mittel zur genauen Bestimmung des Genexpressionsniveaus, ins-
besondere bei der Etablierung des Tet-On-Systems und dessen Titrierbarkeit, womit auch
kiirzlich von Krueger et al. veroffentlichten Daten bestétigt wurden (2006). Beim Einsatz der
Plasmide pEGFPLuc-IRES-neo2, pEGFPLuc und pLucEGFP ging es vornehmlich darum, die
Funktionsfahigkeit der Luziferase nach Transfektion der Plasmide in hMSC zu beweisen. Der
kommerziell erworbene Vektor pEGFPLuc zeigte hier die hdchste Expression, pEGFPLuc-IRES-
neo2 eine reduzierte und pLucEGFP keine Aktivitdt (Tab. 9). Alle drei Vektoren tragen das Gen
fir die Luziferase als Fusion mit dem EGFP-Gen, was die Aktivitat der Luziferase reduzieren
kann (Soling et al., 2004). Der Nachweis von Luziferase-Aktivitit ohne Beobachtung einer
GFP-Fluoreszenz bei Verwendung der Plasmide pEGFPLuc-IRES-neo2 und pEGFPLuc diirfte in
der hdheren Sensitivitat des Luziferase-Nachweises begriindet sein.

Tab. 9 Maximale Luziferase-Aktivititen.

hMSC (transiente Transfektion) Luziferase-Aktivitat [RLU/Zelle]
pEGFPLuc-IRES-neo2 0,02

pLucEGFP 0

pEGFPLuc 0,08

p2in1-Luc bis 0,16

pTet-On und pTRE2hyg-Luc bis 0,35

hMSC (pTet-On stabil, transiente Transfektion)

pTRE2hyg-Luc bis 1,2 (Mittelwert 0,16)
CHO-Zellen (stabil)

pTet-Off- und pTRE2hyg-Luc bis 200

OPTIMIERUNG DER TRANSFEKTION VON pTET—ON MITTELS GENETICIN

Ublicherweise wird die auf dem Plasmid pTet-On kodierte Aminoglykosid-3'-Phosphotrans-
ferase (APH) zur Herstellung stabil transfizierter Zellen genutzt (Gubin et al., 1997; Hamra et
al., 2005) (s. C2.2.2). In diesem Teil der Arbeit wurde sie zur Optimierung der Transfektions-
effizienz von plet-On verwendet, da dieses Plasmid keine anderen quantifizierbaren
Reportergene enthilt (s. Tab. 8). Die Idee dabei war, dass in der Kulturschale mit den

DISKUSSION | 80



effizientesten Transfektionsbedingungen die meisten Zellen die Behandlung mit hoher Kon-
zentration von Geneticin liberlebten. Vor dem Hintergrund, dass durch eine transiente Trans-
fektion wesentlich hohere Transgen-Expressionsraten erzielt werden (Sambrook, 2001),
wurden hohere Antibiotika-Konzentrationen als zur gewdhnlichen Selektionierung verwendet
(1 mg/ml im Vergleich zu 100 ug/ml bei der Selektionierung). Eine Resistenz gegen eine hohe
Antibiotikum-Konzentration geht meist auch mit einer hohen Proteinexpression des Trans-
gens einher. Dies beruht auf einer hoheren Kopienanzahl an Vektoren in der Zelle (Sautter
and Enenkel, 2005), womit auch ein ausreichendes Niveau an Transaktivator erwartet werden
kann. AuBerdem wurde Geneticin schon nach 24 Stunden zugegeben (vgl. nach 96 Stunden
bei Selektionierung), da in diesem Zeitraum im Regelfall die maximale Expression erreicht
wird (Tseng et al., 1997). Schon am zweiten Tag zeigte sich, dass alle Zellen, die mehr als
4 ul/ml Lipofectamine 2000 ausgesetzt waren, nicht Giberlebten. Dies basierte wahrscheinlich
vor allem auf der Zytotoxizitat des Transfektionsreagenz, verbunden mit der toxischen Wir-
kung der transfizierten DNA und des exprimierten Transaktivatorproteins (Fussenegger,
2001). Am siebten Tag waren die optimalen Transfektionsbedingungen deutlich
(0,6 ug/ml pTet-On-DNA; 1,5-fache Menge an Lipofectamine 2000). Bei der Wahl der Kon-
zentrationen an DNA und Lipofectamine 2000 muss daher ein Mittelweg zwischen zu hoher
Toxizitdt und zu niedriger Gentransferrate eingeschlagen werden (Tseng et al., 1997). Das
hier beschriebene Vorgehen — Optimierung der Transfektionsbedingungen mittels der APH —
eignet sich daher als generelle Methode beim Fehlen anderer Marker.

TRANSFEKTION VON POUSF1_IA

Nach Transfektion der Plasmide p-POU5F1_iA-IRESneo2 und pcDNA3.1-POU5F1_iA war die
erreichte Transkriptionsstarke beider Vektoren gleich hoch, wahrend bei p-POU5F1_iA-IRES-
EGFP nur etwa die Halfte der vorgenannten mRNA-Kopienzahl erreicht wurde. Hier konnte
der Grund in der zusatzlichen Expression des EGFPs liegen, da dieses Reportergen den
wesentlichen Unterschied zwischen p-POU5F1_iA-IRESneo2 und p-POU5F1_iA-IRES-EGFP
darstellt.

Eine Aussage liber die Auswirkungen des Transfektionsereignis auf die Zellen Idsst die Zell-
zahlmessung nach Transfektion iber einen Zeitraum von einer Woche zu (s. Abb. 42), wobei
die Unterschiede zwischen p-POU5F1_iA-IRESneo2 und p-IRESneo2 auf die Wirkung von
POUSF1_iA zuriickgefiihrt werden kénnen (s. E3.2). Die Folgen der Transfektion macht die
Zellzahl-Differenz zwischen nicht-transfizierter Kontrolle und mit p-IRESneo2 transfizierten
Zellen deutlich. Ein Vergleich der Zellzahl am zweiten Tag nach Transfektion Idsst erkennen,
dass die Anzahl der transfizierten Zellen um 30 % reduziert ist. Dies ist einerseits durch
Zelltod, andererseits auch durch Hemmung der Proliferation durch die Transfektion erklarbar
(Tseng et al., 1997). Bei den transfizierten Zellen war ab dem fiinften Tag wieder ein Anstieg
der Zellzahlen nachweisbar, d. h. erst zu diesem Zeitpunkt liberwiegt die Proliferation wieder
die Hemmung bzw. den Zelltod durch die Transfektion.
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E1.3 Stabile Transfektion

GENERIERUNG STABIL TRANSFIZIERTER hMSC

Um hMSC zu generieren, welche die Transgene rtTA permanent exprimieren, wurden die
Zellen mit dem Plasmid pTet-On nach dem optimierten Lipofectamine 2000-Protokoll trans-
fiziert (s. D3.5, Tab. 8). Eine stabile Transfektion ist gekoppelt mit einer Integration des
Vektors in das Genom der jeweiligen Zelle. Ob die Zelle den Selektionsprozess liberlebt, ist
davon abhdngig, an welcher Stelle die Linearisierung des Vektors erfolgt. Rein rechnerisch
(bezogen auf pTet-On) kénnen nur 80 % diesem Selektionsprozess standhalten. Der Grund
hierfiir liegt in der 20%igen Wahrscheinlichkeit, dass die Linearisierung des Vektors im
Resistenzgen erfolgt. Des Weiteren exprimieren nur 60 % der Uberlebenden Zellen den
Transaktivator, da bei 40 % dieser Zellen eine Offnung des Vektors im Transaktivator-Gen
erfolgt. Diese Kalkulation stimmt mit unserer Klonanalyse sehr gut liberein, da 64 % der
transfizierten Klone eine Transaktivator-Aktivitat aufwiesen (s. D3.5.3). AuBerdem ist die
Hohe der Transgenexpression vom chromosomalen Integrationsort abhéngig (Rosenqvist et
al., 2002). Die Frage nach dem Expressionsniveau des Transgens wahrend der Differenzierung
wird in der Literatur kontrovers beantwortet, da teils eine reduzierte Expression (Lindemann
et al., 2002), teils eine unverdnderte Transgenexpression beobachtet wurde (Lee et al., 2001;
Hoelters et al., 2005).

KLONALE EXPANSION VON pTET-ON STABILEN hMSC

pTet-On stabile hMSC zeigten bei der Subkultivierung ein fiir hMSC typisches Verhalten. Es
konnten zwei morphologische Zelltypen erkannt werden, die sich in ihrem Proliferations-
verhalten unterschieden. Wahrend kleine »spindelformige« Zellen in der Lage waren, Kolonien
zu bilden, war bei groBen, flachen Zellen keine Koloniebildung zu erkennen. Verschiedene
Arbeitsgruppen haben anhand der Morphologie differente Subpopulationen von hMSC be-
schrieben. 1981 identifizierten T. Mets und G. Verdonk zwei Typen, deren Unterschied sie
durch den Alterungsprozess erklarten (Mets and Verdonk, 1981). Kleine Zellen traten in
friihen Passagen auf, bildeten groBere Klone und zeichneten sich durch eine hohe Prolifera-
tionskapazitdt aus, wahrend groBere das gegenteilige Verhalten aufzeigten. Colter et al.
beobachtete eine weitere Gruppe sehr kleiner Zellen mit noch héherer Proliferationskapazitat
und fiihrte den Begriff der RS-Zellen ein (RS: recycling stem cell) (2000; 2001).

Um eine maximale Anzahl an proliferierenden Zellen zu erhalten, ist es wichtig, diese in
moglichst geringer Dichte zu kultivieren (Sekiya et al., 2002). In der vorliegenden Arbeit
wurden die Zellen zum einen aus diesem Grund sehr diinn ausgesat (eine Zelle/cm2; vgl. 10
Zellen[cm?2), aber auch, um nach klonaler Expansion durch ausreichend groBen Abstand eine
Uberlappung der unterschiedlichen Zellklone zu verhindern. GroBe flache Zellen werden als
Ergebnis eines Alterungsprozesses gesehen, wobei die sog. Hayflick-Grenze bei 50 Zell-
teilungen angegeben wird (Hayflick and Moorhead, 1961; Fehrer and Lepperdinger, 2005).
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TRANSIENTE TRANSFEKTION VON pTET-ON STABIL TRANSFIZIERTEN hMSC

Die klonal expandierten pTet-On stabil transfizierten hMSC wurden ein zweites Mal transient
transfiziert, um die Funktionalitdt des stabil exprimierten Transaktivators zu bestimmen.
Dieses fiir die Etablierung der induzierbaren Genexpression (ibliche Vorgehen fiihrte in
unserem Fall zu der bemerkenswerten Erkenntnis, dass hMSC eine zeitlich versetzte Doppel-
Transfektion durchaus Uberlebten. Ein Problem dabei ist allerdings, dass durch die auf-
wendige stabile Transfektion hMSC haufig subkultiviert werden miissen und durch die
klonale Expansion einem schnellen Alterungsprozess unterliegen (Tab. 10).

Tab. 10 Mehrfachpassagierung zur Generierung pTet-On stabil transfizierter Klone.

Zweck Passage
1. Transfektion: mit pTet-On 4
Selektion mit Geneticin (100 pg/ml)

Klonale Expansion

5
6
Weitere Expansion nach selektiver Trypsinierung 7
Weitere Expansion 8

9

2. Transfektion: mit pTRE2hyg-Luc zur Transaktivatorpriifung bzw. Einfrieren

Nachdem in dieser Arbeit eine zweite transiente Transfektion der stabil pTet-On exprimieren-
den Zellklone durch optimale Kultivierungsbedingungen gelang, wurden die librigen, nicht
transient transfizierten Zellklone fiir weitere Versuche eingefroren. Nach dem Auftauen war
die Proliferation dieser Zellklone jedoch stark eingeschrankt. Ein Grund hierfiir stellt mog-
licherweise die hohe Passagenzahl dar. Des Weiteren zeigten diese Zellen nicht die fiir h(MSC
typische Morphologie. Dieser veranderte Zellphdnotyp kdnnte durch die zelltoxischen Ein-
fllisse wahrend des Einfrier- und Auftauprozesses induziert worden sein. So wird fiir das im
Einfriermedium enthaltene DMSO ein wachstumshemmender Effekt diskutiert, der durch eine
Beeinflussung der Membranfluiditdt aber auch durch eine Verdnderung des DNA-
Methylierungsmuster bedingt sein kann (Freschney, 1990). Weiterhin exprimieren diese
Zellen stabil das Transaktivatorprotein, das fir sich ein toxisches Potential beinhaltet
(Fussenegger, 2001). Allerdings erscheint diese Toxizitat als alleiniger Grund eher unwahr-
scheinlich, vielmehr wird wohl die Summe der o. g. Faktoren fiir die starke Beeintrachtigung
der Zellproliferation verantwortlich gewesen sein.

Die genannten Beeintrachtigungen diirften mdglicherweise daflir verantwortlich sein, dass
bisher eine zweite Transfektion von hMSC nach vorheriger stabiler Transfektion in der
Literatur nicht beschrieben ist.
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E1.4 Einsatz bicistronischer Vektoren

Um die Effektivitdt des zeit- und kostenintensiven Selektionsprozesses fiir zukiinftige stabile
Transfektionen zu erhdhen, wurden bicistronische Vektoren hergestellt, die das Transgen in
Korrelation zum Selektionsgen APH bzw. EGFP exprimieren. Somit werden lediglich solche
Zellen selektioniert, die gleichzeitig das Transgen und das Selektionsgen exprimieren. Das
sog. IRES-Element, das bereits in Abschnitt C1.2.7 dieser Arbeit beschrieben wurde, erlaubt
hierbei die Translation zweier offener Leserahmen von einer mRNA, so dass die Expression der
beiden Gene miteinander gekoppelt wird (Gurtu et al., 1996).

In meinem Projekt fanden drei bicistronische Vektoren Verwendung (s. Tab. 8). Der erste
transfizierte bicistronischer Vektor pEGFPLuc-IRES-neo2 zeigte nur ein Viertel der Luziferase-
Aktivitat wie der gewdhnliche Expressionsvektor pEGFPLuc (s. Tab. 9). AuBerdem wurden die
bicistronischen Vektoren p-POU5F1_iA-IRES-EGFP und p-POU5F1_iA-IRESneo2 genutzt.
Beim Vergleich mit dem einfachen Vektor pcDNA3.1-POUSF1_iA ergab sich fir
p-POU5F1_iA-IRESneo2 eine gleichstarke Transkriptionsstérke, wahrend p-POU5F1_iA-IRES-
EGFP nur die Halfte aufwies. Das deutet darauf hin, dass im Falle von pEGFPLuc-IRES-neo2
und p-POU5F1_iA-IRES-EGFP das IRES-Element mit einer Beeintrachtigung der Transkription
einhergeht, bei p-POU5F1_iA-IRESneo2 hingegen nicht. Der angefiihrte Vergleich
(pEGFPLuc-IRES-neo2 mit pEGFPLuc; p-POUSF1_iA-IRES-EGFP bzw. p-POU5F1_iA-IRESneo2
mit pcDNA3.1-POU5SF1_iA) muss kritisch betrachtet werden, da sich die Grundgeriste der
Vektoren pEGFPLuc und pcDNA3.1-POU5F1_iA unterscheiden, verschiedene Gene transkri-
biert werden und der Plasmidtransfer auf unterschiedlichen Ebenen nachgewiesen wurde
(Luziferase-Aktivitat bzw. RT-PCR).

In diesem Zusammenhang ist zu erwdhnen, dass die Effizienz der IRES-vermittelten Trans-
lation, also die des 3'-Cistrons, von zahlreichen Faktoren abhéngig ist. Dazu gehoren zelluldre
Charakteristika, angefangen vom Zelltyp, Gber den Differenzierungszustand bis hin zum Zell-
alter (Vagner et al., 2001). Prinzipiell ist die IRES-vermittelte Translation schwécher als die
des 5'-Cistrons (Kozak, 2005).
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E2 INDUZIERBARE GENEXPRESSION

Neben der beschriebenen Transfektion stellt die induzierbare Genexpression eine erweiterte
Form der genetischen Modifikation von hMSC dar. Sie gilt als viel versprechendes Mittel, um
komplexe molekulare Steuerungsmechanismen zu verstehen.

E2.1 Angewandte Methoden zur Geninduktion in hMSC

E2.1.1 Induzierbare Genexpression in hMSC mittels transienter Kotransfektion

Die transiente Transfektion von Regulationsplasmiden stellt eine geeignete Methode dar, um
die Funktionsfahigkeit des Regulationssystems in den gewiinschten Zellen einzuschdtzen
(Weber and Fussenegger, 2006). Da mit dieser Methode bereits in humane Myoblasten eine
Doxycyclin-abhangige Insulin-Expression gezeigt werden konnte (Wilson et al., 2005), wurde
dieses Verfahren auch zur funktionellen Testung des Tet-On-Systems in hMSC herangezogen.
Dabei konnten wir erstmals nachweisen, dass eine Doxycyclin-abhangige Genregulation in
hMSC mdglich ist. Zwar wurde eine Anwendung des Tet-On-Systems in embryonalen Stamm-
zellen beschrieben (Niwa et al., 2000; Adachi et al., 2006), aber Daten zur Verwendung in
hMSC fehlen bislang. Meist wird bei transienter Transfektion eine hohe unspezifische
Aktivitat beobachtet, was aber bei den hMSC meist nicht der Fall war. Deshalb wurden
weitere Vorexperimente durchgefiihrt, die zum Test des Serums auf Doxycyclin (s. Abb. 17)
und zum prinzipiellen Nachweis einer titrierbaren Induktion in hMSC (s. Abb. 23) dienten.

E2.1.2 Induzierbare Genexpression in pTet-On stabil transfizierten hMSC

Um den Transaktivator in pTet-On stabil transfizierten hMSC funktionell zu testen, wurden
diese Zellen mit dem Vektor pTRE2hyg-Luc transfiziert. Die Analyse ergab in 64 % der Félle
die Moglichkeit einer Regulation, was fiir die Funktionsfahigkeit des Transaktivators spricht.
Ein Drittel davon wies eine starkere unspezifische Aktivitdt auf. Letztere bzw. die maximale
Induktion dieser transienten Transfektion lassen aber nicht auf die genauen zukiinftigen
Regulationseigenschaften des Klons bei einer erneuten Transfektion schlieBen, da diese auf
den Vektor pTRE2hyg zuriickzufiihren sind (Baron and Bujard, 2000).

Die Klone mit funktionsfahigem Transaktivator sollten fiir weitere Untersuchungen verwendet
werden, wobei hierfiir der Vektor pTRE2hyg mit dem entsprechenden Transgen entweder
stabil oder transient transfiziert werden sollte. Durch diese konsekutiven Transfektionen
sollte die gemeinsame Integration der beiden Vektoren vermieden werden, da dies zu einer
erhdhten unspezifischen Aktivitat fiihren kann (Baron and Bujard, 2000).

Dieser strategische Ansatz war allerdings experimentell nicht durchfiihrbar. So war es zwar
moglich, pTet-On stabil transfizierte Klone zu generieren und deren Regulationskapazitat
durch Testung des Transaktivators zu bestimmen, eine weitere stabile Transfektion mit
pTRE2hyg war allerdings wegen des fehlenden Proliferationsvermégens nicht mdglich
(s. E1.3).
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E2.1.3 Induzierbare Genexpression in hMSC mit p2in1

Um das in E2.1.2 beschriebene Problem zu umgehen, war es notwendig, die essentiellen
Komponenten des Tet-On-Systems, pTet-On und pTRE2hyg, auf einem Plasmid zusammen-
zubringen — auf dem von uns als p2in1 bezeichneten Vektor. Hierzu wurde ein bidirektionaler
Promoter verwendet, der aus der Operatorsequenz und zweier entgegengesetzt orientierter
minimaler Promotoren P_ .. besteht (Baron et al., 1995; Strathdee et al., 1999). Flankierend
wurde zum einen das zu untersuchende Gen und zum anderen der Transaktivator kloniert.
Diese Anordnung ermdglichte eine gemeinsame Induktion von dem entsprechenden Transgen
und dem Transaktivator. Hierbei kommt es zu einer Autoregulation, bei der die Expression des
Transaktivators nach Doxycyclin-Zugabe durch positive Riickkopplung verstarkt wird. Dies
fiihrt wiederum zu einer hoheren Expression des Transgens als unter Standardbedingungen
(Fussenegger, 2001) (Abb. 43). Da der Vektor p2in1 die Komponenten der Autoregulation
mithilfe des bidirektionalen Promoters und das Tet-On-System beinhaltet, besteht ein Vorteil
vor allem in der transienten Zugabe des Doxycyclins im Gegensatz zum Tet-Off-System, bei
dem zur Aufrechterhaltung des nicht-induzierten Zustands eine permanente Gabe von
Doxycyclin notwendig ist (Baron et al., 1995).

Minimale Genexpression

Ohne Doxycyclin

P

min,

Trm

Mit Doxycyclin

I I

o NN

Abb. 43 Schematische Darstellung der induzierbaren Genexpression mit dem Vektor p2in1.

Ohne Doxycyclin werden geringe Mengen des Transaktivators rtTA und des Zielgens exprimiert. Die Zugabe von
Doxycyclin fiihrt zur Aktivierung der Transkription beider Gene. Die neu synthetisierten Transaktivator-Molekiile
binden wiederum Doxycyclin und verstirken damit die Expression beider Gene.
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Mit diesem Ansatz konnten wird nun erstmals zeigen, dass mit dem liposomal transfizierten
Vektor p2in1 in hMSC eine Induktion mdglich ist, die zu vergleichbaren maximalen Expres-
sionsstarken wie bei der Verwendung von zwei Plasmiden (s. E2.2.2) fiihrt. AuBerdem konnte
auch hier die Induktion in Abhangigkeit von der Doxycyclin-Konzentration gesteuert werden
(s. E2.2.4). Allerdings trat auch mit diesem Vektorkonstrukt das Problem der unspezifischen
Aktivitat auf (s. E2.2.1).

In den letzten Jahren wurden einige virale Vektoren fiir die Anwendung in Tiermodellen,
z. B. zur Entwicklung von Parkinson-Therapien entwickelt (Vogel et al., 2004; Goverdhana et
al., 2005). Unter anderem beschrieb die Arbeitsgruppe von A. Chtarto einen Vektor fiir die
Anwendung im ZNS, der auf derselben Anordnung der Regulationselemente beruht wie
p2in1. Ein wichtiger Unterschied zu unserem System ist allerdings der zusatzliche Einsatz
eines Adeno-assoziierten Virus (AAV) zur Transduktion, der weitere DNA-Elemente wie ITR fir
seine Funktionsfahigkeit bendtigt. Da ITR aktivierende Eigenschaften auf Promotoren aus-
uben konnen, wurde eine Interaktion durch Isolationselemente begrenzt. Dieser Vektor wurde
in HEK-293-Zellen auch mittels liposomalen Gentransfers transfiziert (Chtarto et al., 2003a).
EGFP, welches als Reporter diente, wurde auf verschiedene Weisen detektiert, was zum Teil
zu erheblichen Unterschieden im Ergebnis fiihrte. Die Analyse per fluorescence activated cell
sorting (FACS) zeigte weniger als die zweifache Menge an EGFP-positive Zellen nach Induk-
tion im Vergleich zur nicht-induzierten Kontrolle. Die Bestimmung des EGFP in Zellextrakten
ergab eine 25-fache Induktion bei erhdhter unspezifischer Aktivitat. Der Vergleich dieser 48-
Stunden-Werte unter Induktion mit 1 pg/ml Doxycyclin mit den in unserer Arbeit gemesse-
nen (4,8-fache Induktion) ist aufgrund der unterschiedlichen Zelltypen bzw. Reporteranalysen
problematisch.
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E2.2 Vergleich der angewandten Methoden fiir induzierbare Genexpression

E2.2.1 Unspezifische Aktivitat

Ein bekanntes Problem des Tet-On-Systems ist die unspezifische Aktivitat, d. h. eine basale
Expression des Gens unter der Kontrolle des induzierbaren Promotor P_ .. ohne Anwesen-
heit des Induktors. In dieser Arbeit wurde die niedrigste unspezifische Aktivitat bei transien-
ter Kotransfektion der beiden Vektoren pTet-On und pTRE2hyg-Luc beobachtet. Im Vergleich
dazu wurde bei der transienten Transfektion von p2in1-Luc in hMSC etwa das Vierfache
dieser basalen Aktivitdt gemessen. Die transiente Transfektion von pTet-On stabil trans-
fizierten hMSC flihrte zu heterogenen Ergebnissen, da diese Experimente auf unterschied-
lichen Klonen basierten. Die mittlere unspezifische Aktivitdt war héher (Abb. 44).

U,b 7

[ Basalaktivitat [RLU/Zelle]
0,5 - M maximale Induktion [RLU/Zelle]

o
N
|

o
w
I

Luziferase-Aktivitit [RLU/Zelle]

0,2
0,1
0 \
transiente Kotransfektion mit transiente Transfektion mit transiente Transfektion mit
pTet-On und pTRE2hyg-Luc p2in1-Luc pTRE2hyg-Luc von pTet-On

stabilen hMSC

Abb. 44 Unspezifische Aktivitadten und maximale Induktion der angewandten Methoden zur induzierbaren
Genexpression in hMSC. Zusammenfassung der Ergebnisse aus Abb. 23, Abb. 37 und Abb. 27.

Die unspezifische Aktivitdt ist beim Tet-On-System (iblicher Weise im Vergleich zu Tet-Off
erhdht (Gossen et al., 1995). Sie resultiert aus einer Restaffinitat des reversen Transaktivators
(rtTA) zu TRE in Abwesenheit von Doxycyclin. Um dieses Manko zu beheben, wurden deshalb
zahlreiche Modifikationen des Transaktivators und des Doxycyclin-empfindlichen Promotors
durchgefiihrt. Eine neue Version des Transaktivators, genannt rtTA2°-M2, reduzierte nicht nur
die unspezifische Aktivitat, sondern zeigte auch erhohte Ansprechbarkeit auf Doxycyclin.
Dariiber hinaus steigerte dieser Transkriptionsfaktor auch die maximale Aktivitat (Urlinger et
al., 2000a). Ahnliche Effekte wurden mit der Verwendung verschiedener minimaler Pro-
motoren, der Korrektur der Distanz zwischen Operatorsequenzen und minimalen Promotor
(Agha-Mohammadi et al., 2004) bzw. der Veridnderung der Anzahl der Kopien der Operator-
sequenz erreicht (Gossen and Bujard, 1992).
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Eine andere Strategie ist die Koexpression eines zusatzlichen Repressors tTS, der eine Fusion
aus TetR mit der KRAB-Silencer-Doméne des humanen KOXF1-Gens darstellt und in Ab-
wesenheit der Induktoren an die TRE-Sequenz des Zielgens bindet. Mit diesem System
konnen rtTA und Repressor parallel in der Zelle exprimiert und gegensatzlich vom Induktor
kontrolliert werden. In Anwesenheit von Doxycyclin dissoziiert der Repressor von der TRE-
Sequenz, wodurch der rtTA dort binden und die Transkription initiieren kann (Freundlieb et
al., 1999). Auch in vivo wurde diese Strategie angewendet, wobei die unspezifische Aktivitat
gesenkt werden konnte, ohne die Induktionsfihigkeit zu beeintrichtigen (Zhu et al., 2001).
Die Kombination des Repressors mit der o. g. Transaktivator-Variante rtTA2°>-M2 verspricht
noch bessere Ergebnisse (Lamartina et al., 2003).

Unspezifische Aktivitdt entsteht auch, wenn der induzierbare Pomotor unter die Kontrolle
eines Verstarkerelements gerdt, was auch enhancer trap bezeichnet wird. Das kann beispiels-
weise durch den starken CMV-Promotor von pTet-On verursacht werden, wenn dieser bei
Kotransfektion zusammen mit pTRE2hyg integriert. Des Weiteren konnen auch Verstarker-
elemente im Genom der Zielzelle derartige Effekte induzieren. Mdgliche Lésungen liegen in
der strikten Beachtung des Protokolls mit konsekutiver Transfektion und sorgfaltiger Testung
der stabilen Klone (Pankiewicz et al., 2005) (s. E2.1.2), der Vermeidung des starken CMV-Pro-
moters (s. E2.1.3), der Verwendung von Isolationselementen (Pluta et al., 2005) (s. E2.1.3) und
der zielgerichteten Integration ins Genom (Bertoni et al., 2006).

Zudem kdnnen auch endogene Regulationsfaktoren an TRE binden, was ebenso zur Aktivitat
ohne Induktion fiihren kann. So konnte gezeigt werden, dass die Sequenz des Interferon-cis-
Elements mit der TRE-Sequenz Giberlappt (Gould and Chernajovsky, 2004).

Bei transienter Transfektion konnen die hohe Kopienanzahl der Vektoren und die fehlende
Chromatinrepression verstarkte unspezifische Aktivitdt induzieren. Dabei ist zudem auf das
zur Transfektion eingesetzte Verhdltnis der Vektoren pTet-On und pTRE2hyg zu achten
(s. E2.2.6). Eine weitere mdgliche Ursache von unspezifischer Aktivitdt ist auBerdem die
Verunreinigung des Serums in der Zellkultur durch Tetracyclin, was in dieser Arbeit allerdings
(s. E2.2.3) ausgeschlossen werden konnte.

AbschlieBend kann festgestellt werden, dass sich die unspezifische Aktivitat durch eine Kom-
bination unterschiedlichster Faktoren zusammensetzt und je nach Zelltyp, genomischen
Kontext und eingesetzten Vektoren Schwankungen unterworfen ist (Freundlieb et al., 1999).
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E2.2.2 Maximale Induktion

Die maximal gemessenen Luziferase-Aktivitaten lagen bei den drei angewandten Methoden
der induzierbaren Genexpression in hMSC im Bereich zwischen 0,2 bis 0,35 RLU/Zelle, wobei
mit transienter Kotransfektion die hdchsten Werte erreicht wurden. Aus den bisherigen Er-
gebnissen ist ersichtlich, dass mit dem induzierbaren Promotor P, .. bei maximaler Aktivie-
rung eine hohere Expression erzielt werden konnte als mit dem starken konstitutiven CMV-
Promotor P, (Transfektion von pEGFPLuc i. Vgl. zur Kotransfektion von pTet-On und
pTRE2hyg-Luc: 0,08 bzw. 0,35 RLU/Zelle, s. Tab. 9). Eine plausible Ursache kdnnte die starke
Aktivierung durch die VP16-Domine sein (Liang et al., 1996). Bei Ersatz dieser durch noch
starkere Aktivierungsdomdnen wie z. B. p65 wird eine gesteigerte Maximalexpression be-
wirkt, die jedoch mit einer erhdhten unspezifischen Aktivitat einhergeht. Diese kann aller-
dings mit den in Abschnitt E2.2.1 geschilderten Strategien — wie z. B. durch die Verwendung
des Repressors tTS — wirksam unterdriickt werden (Urlinger et al., 2000b). Auch mit anderen
Promotoren wie z. B. einer minimalen Version des Promotors der Thymidinkinase des
H. simplex Virus, welcher analog dem P, ., mit der Operatorsequenzen TRE fusioniert wurde,
wird das Expressionsniveau des P, , erreicht, jedoch wiederum mit Erhéhung der unspezi-
fischen Aktivitdt (Gossen and Bujard, 1992). Deshalb spielen neben den absoluten Werten die
jeweiligen Induktionsraten eine besondere Rolle. Diese werden vor allem durch die unspezi-
fische Aktivitat begrenzt, auch wenn die induzierte Aktivitdt hoch ist. Beispielsweise erzielte
das Tet-On-System in einer vergleichenden Analyse die hochste absolute induzierte Aktivitat,
aber nur eine 2,5-fache Induktionsrate (Ecdyson-System: 1000-fach, Tet-Off: 60-fach )(No et
al., 1996).

Auch die Ergebnisse meiner Arbeit weisen in diese Richtung. Durch die Kotransfektion der
beiden Vektoren in hMSC lieB sich die Expression um das 40-fache steigern, wahrend die
beiden anderen Methoden 3,6-fache (transiente Transfektion von pTRE2hyg-Luc in pTet-On
stabile hMSC) bzw. 4,8-fache (transiente Transfektion von p2in1) Induktionsraten erzielten.
Da das TET-System stark vom Zelltyp abhéngig ist (Senner et al., 2001; Meyer-Ficca et al.,
2004), sollten die erhaltenen Ergebnisse mit dhnlichen Studien verglichen werden. Dies
gestaltet sich jedoch schwierig, da eine induzierbare Genexpression in hMSC mit lipo-
somalem Transfer in der Literatur bisher nicht beschrieben ist.

Nach Transduktion des Tet-On-Systems mithilfe eines Adenovirus in hMSC wurde eine
10-fache Steigerung der Genexpression in vitro beobachtet (Gafni et al., 2004). Vergleichend
hierzu zeigte die liposomale Transfektion des Tet-Off-Systems in vitro in humanen Myo-
blasten eine Repression um das 24-fache, wobei dieses System aufgrund der geringeren
unspezifischen Aktivitat oft hohere Repressionsraten erreichte (Wilson et al., 2005). Damit
sind die in dieser Arbeit verwendeten Regulationssysteme im Hinblick auf die Induktionsraten
durchaus mit konventionellen Strategien vergleichbar. Allerdings gilt zu berlicksichtigen, dass
es sich bei den o.g. Studien nicht um die Expression von Luziferase handelt, sondern um
bone morphogenetic protein (BMP) bzw. Insulin.
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E2.2.3 Tetracyclin als Induktor der Genexpression

Tetracyclin bzw. sein effektiveres Derivat Doxycyclin aktivieren im Tet-On-System durch ihre
Gegenwart die Genexpression. Fiir eine klinische Anwendung spielt insbesondere die
Pharmakokinetik eine wichtige Rolle. Entscheidend ist dabei, dass das Antibiotikum seit
Jahrzehnten als Antiinfektivum in der Humanmedizin eingesetzt wird und dadurch gut fir die
klinische Anwendung charakterisiert ist. Doxycyclin wird vom Koérper rasch metabolisiert und
ausgeschieden und ermdglicht so eine relativ schnelle Anderung des Induktionsstatus
(Goverdhana et al., 2005). Es weist eine gute Bioverfligbarkeit auf und Gberwindet die Blut-
Hirn-Schranke (Lee et al., 2005b). Eine Akkumulation in Knochen und anderen Geweben tritt
nur bei prolongierter Anwendung in hohen Dosen auf (Fussenegger, 2001).

In meiner zellexperimentellen Arbeit wurde kein zytotoxischer oder proliferationshemmender
Effekt des Doxycyclins beobachtet (s. D1.1). Dies ist u. a. darin begriindet, dass Doxycyclin
eine hohe Sensitivitdt fiir den Transaktivator aufweist. Deshalb liegt die fiir die Aktivierung
erforderliche Konzentration unter der fiir die antibiotische Therapie verwendeten Dosis.

Speziell fiir die Anwendung in vivo wird das Derivat Minocyclin empfohlen, das — bei gleicher
Effektivitdt — noch nebenwirkungsarmer ist und schneller ausgeschieden wird (Chtarto et al.,
2003b).

Der Transaktivator rtTA (Tet-On) bendtigt zur maximalen Aktivierung der Transkription laut
Literatur 1 pg/ml Doxycyclin, wihrend das Ablésen des tTA (Tet-Off) schon ab einer Kon-
zentration von 20 ng/ml vollsténdig erfolgt. In eigenen Zellkulturexperimenten in hMSC zur
Doxycyclin-Abhdngigkeit von Transaktivatoren erreichte rtTA bei 10 ug/ml eine hohe, aber
evtl. noch steigerbare Aktivierung (Baron and Bujard, 2000). Die erforderlichen Konzentra-
tionen variieren allerdings mit dem Zelltyp und der Charge des Doxycyclins
(www.clontech.com).

Die Anwesenheit von Tetracyclin in unserer Nahrungskette hat in den letzten Jahrzehnten
zugenommen, was auf die weit verbreitete prophylaktische Gabe von Tetracyclin als Anti-
infektivum im Viehfutter zuriickzufiihren ist. Die Tetracyclin-Verunreinigung ist so drama-
tisch, dass das in der Zellkultur verwendete Serum bzgl. dieses Antibiotikums getestet werden
muss (Freundlieb et al., 1997). In meiner Arbeit wurde kein Unterschied in der unspezifischen
Aktivitat zwischen dem verwendeten Serum der Fa. Cambrex und dem zum Vergleich garan-
tiert Tetracyclin-freiem Medium der Fa. BD Biosciences festgestellt (s. D3.2), d. h. das hier
routinemaBige eingesetzte Serum enthielt kein interferierende Menge an Doxycyclin und
konnte weiterhin genutzt werden.
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E2.2.4 Dosisabhingige Luziferase-Expression

Neben dem An- und Abschalten von Genen ist der Wunsch nach der exakten Einstellung des
Expressionsniveaus Gegenstand intensiver Bemiihungen. Auch in dieser Arbeit konnten durch
Variation der Doxycyclin-Konzentration unterschiedliche Expressionsniveaus erreicht werden.
Dies gelang am besten mit der Kotransfektion von pTet-On und pTRE2hyg-Luc (s. D3.4.2).
Hier konnten wir mit der Wahl einer bestimmten Menge an Doxycyclin aus einem Bereich
von sechs Zehnerpotenzen Induktionsraten von 2-fach bis zum 40-fachen erzielen. Ahnliches
konnte bei der Doxycyclin-induzierten Expression von POU5F1_iA mittels Kotransfektion
gezeigt werden (s. D5.2.2). Im Vergleich wurden die Transgen-Expressionsraten von p2in1
durch Doxycyclin-Konzentrationen von 0,01 bis 1 pg/ml um den Faktor 5 verindert (Tab. 11).

Tab. 11 Induktionsraten bei induzierbarer Genexpression in hMSC in Abhingigkeit von der Doxycyclin-Kon-
zentration (nt: nicht getestet).

Doxycyclin-Konzentration [ug/ml]

0 00001 0,001 0,01 0,1 1 10

transiente Kotransfektion

mit pTet-On und pTRE2hyg-Luc 1 1 1 1 1 1

transiente Transfektion

mit p2in1-Luc 1 nt nt 7 32 48 nt

Wahrend die Variation der Doxycyclin-Konzentration in vitro einfach zu erreichen ist, erfor-
dert die in vivo-Anwendung alternative Mdglichkeiten, da hier eine exakt definierte Kon-
zentration nur schwer eingestellt werden kann. Die bisherigen Strategien zur Steuerung des
Expressionsniveaus beinhalteten die Herstellung heterozygoter knock-outs (Gao et al., 2004),
die Verwendung verschiedener IRES-Elemente (Ren, 2004) sowie die Auswahl von Klonen mit
unterschiedlichen Expressionsniveaus, die durch zuféllige Integration der Vektoren in ver-
schiedene Bereiche im Genom zustande gekommen sind (Liu et al., 2000).

Aktuelle Studien beschreiben die Kombination verschiedener Regulationssysteme (Kramer et
al., 2003), die durch Zugabe diverser Antibiotika eine Einstellung der Expressionshihe erlau-
ben. Letzteres wird auBerdem durch das Zusammenspiel des Transaktivators rtTA des Tet-On-
Systems mit einem neu entwickelten Repressor ermdglicht, welche sich aufgrund unter-
schiedlicher Sensitivitaten auf Tetracyclin-Derivate gezielt steuern lassen (Krueger et al,
2006).

DISKUSSION |92



E2.2.5 Effekte des Transaktivators

Bei der Generierung pTet-On stabil transfizierter Zellen wird manchmal eine Zytotoxizitat des
Transaktivators, sog. squelching, beobachtet. Dieser Prozess beruht auf der sehr effizienten
Rekrutierung von Transkriptionsfaktoren durch die VP16-Domaéne des Transaktivators, die zu
einer Reduktion freier Transkriptionsfaktoren fiihrt und sich so toxisch auf die Zelle aus-
wirken kann (Gill and Ptashne, 1988). Fiir die Generierung stabiler Linien wiirde dies bedeu-
ten, dass nur diejenigen Klone iberleben, in denen der Transaktivator aufgrund chromoso-
maler Einfliisse in geringerem MaBe exprimiert wird. Eine zu niedrige Expression wird durch
die Selektion mit Geneticin verhindert, da dafiir auch eine Mindestanzahl an Aminoglycosid-
3’-phosphotransferase (APH)-Molekiilen vorhanden sein muss (Freundlieb et al., 1997). Die in
Hela-Zellen tolerierbare kritische Menge von Transaktivatoren wird mit ca. 10.000 Mole-
kiilen/Zelle angegeben, wobei fiir eine vollstandige Aktivierung ca. 4000 Molekiile/Zelle aus-
reichten (Fussenegger, 2001). Squelching wurde aber nur in bestimmten Zellen beobachtet
(Bohl et al., 1997). In Anbetracht der nicht verstarkten Zytotoxizitit bei transienter Trans-
fektion und den unverdnderten Charakteristika nach stabiler Transfektion scheinen hMSC
nicht nachhaltig betroffen zu sein (s. E1).

Die geringe Anzahl von bendtigten Transaktivatormolekiilen ist auf die hohe Spezifitdt des
Transaktivators fiir die Operatorsequenzen zuriickzufiihren. Dementsprechend konnten wir
bei der transienten Kotransfektion von pTet-On und pTRE2hyg-Luc zeigen, dass nur ein
Zehntel (0,09 pg/ml) des Transaktivator-Plasmids im Vergleich zum pTRE2hyg-Luc-Plasmid
notwendig ist, um eine volle Induktion der Luziferase-Expression zu gewahrleisten
(s. Abb. 22). Die optimierten absoluten DNA-Konzentrationen von pTet-On und p2in1-Luc
lagen bei 0,6 bzw. 1,1 pg/ml. Diese DNA-Konzentrationen sagen allerdings nichts tber die
Transaktivatormolekiil-Zahl in hMSC aus, da diese vor allem von der jeweiligen Transfektions-
effizienz abhangt. Weniger Transaktivator-Molekiile bedeuten auch, dass weniger Induktor-
Molekiile, d. h. eine geringere Doxycyclin-Konzentration erforderlich ist, was wiederum die
Nebenwirkungen reduzieren kann (Baron and Bujard, 2000).

E2.2.6 Verhiltnis des Transaktivators zu TRE

Bei transienter Kotransfektion und transienter Transfektion in pTet-On stabil transfizierten
Zellen kommt es durch die groBe Menge an DNA in einer Zelle zu einer héheren unspezi-
fischen Aktivitdt, was wiederum zu einer rechnerisch niedrigeren Aktivierungsrate fiihrt. Um
die volle Promotoraktivierung von pTRE2hyg-Luc mit hohen Aktivierungsraten zu erreichen,
sollte mit einem Uberschuss des Transaktivator-Plasmids gearbeitet werden (Verhiltnis 10:1
bis 100:1) (Baron et al., 1997). Allerdings zeigt vor allem der reverse Transaktivator des Tet-
On-Systems (rtTA) in Abwesenheit von Doxycyclin eine Restaffinitat zu TRE. Dieser Umstand
bedingt die unspezifische Aktivitat des Tet-On-Systems. In diesem Fall kann die Transfektion
des Transaktivatorkonstrukts im Uberschuss keine Losung sein. Unter Beriicksichtigung der
Restaffinitdt von rtTA sollte eine Verschiebung des Transfektionsverhaltnisses zugunsten von
pTRE2hyg-Luc zu einer Erhdhung des Aktivierungsfaktors fiihren.
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Tatsdchlich konnten wir bei der transienten Kotransfektion von pTet-On und pTRE2hyg-Luc
maximale Aktivitdten bei den Verhaltnissen von 1:1 und 1:10 zeigen, die mit einer niedrigen
unspezifischen Aktivitit einhergingen (s. Abb. 22). Die Transfektion des Vektors p2in1 resul-
tierte in einem starren Verhaltnis des Transaktivators zu TRE von 1:1, was auch zur seiner
erhohten Aktivitdt ohne Induktion beitragen kdnnte.

Auch bei einer zweiten stabilen Transfektion von pTet-On stabil transfizierten Zellen, die in
dieser Arbeit nicht zum Erfolg gefiihrt hat, sind die Konzentrations-Verhéltnisse der ver-
schiedenen Vektoren Gegenstand kontroverser Diskussionen (Smith-Arica et al., 2000; Lee et
al., 2005b).

So gilt es also fiir jeden Zelltyp oder die spezielle Anwendung, die Bedingungen zu optimieren
(Goverdhana et al., 2005).

E2.2.7 Folgerungen

Zusammenfassend ist zu sagen, dass alle verwendeten Strategien (die Kotransfektion von
pTet-On und pTRE2hyg, die transiente Transfektion in pTet-On stabil transfizierte hMSC und
die transiente Transfektion des Vektors p2in1) hohe, mit konstitutiven Promotoren vergleich-
bare Maximalaktivitaten erzielten. Da das Nichtauftreten von unspezifischer Aktivitdt nur mit
zwei konsekutiven Transfektionen zu erreichen ist (Smith-Arica et al., 2000; Chenuaud et al.,
2004), aber hMSC aufgrund ihrer limitierten Proliferationseigenschaften verbunden mit
liposomalen Gentransfer dafiir nicht geeignet sind, muss eine gewisse unspezifische Aktivitat
in dieser Situation akzeptiert werden. Fiir bestimmte Untersuchungen ist diese sogar
wiinschenswert, wenn ohne Doxycyclin eine Basalexpression des Zielgens vorliegt, z. B. bei
der Insulinsekretion in vivo. Diese erreicht nur bei Mahlzeiten Spitzenwerte, wahrend an-
sonsten eine Basalrate notwendig ist (Devries et al., 2007).
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E3 EXPRESSION DES TRANKRIPTIONSFAKTORS POU5SF1_IA IN hMSC

Bisher wurde bei Untersuchungen zur POU5F1-Expression die Existenz zweier Isoformen
nicht beachtet. Im Jahre 2006 konnte gezeigt werden, dass es zwischen den beiden Iso-
formen sehr wohl Unterschiede gibt (Cauffman et al., 2006). Im Gegensatz zur nukledren
Lokalisation von POU5F1_iA wurde POU5F1_iB im Zytoplasma wahrend den ersten Zell-
teilungsstadien detektiert, was auf andere Funktionen als die direkte Transkriptionsregulation
hinweist. Aufgrund der Tatsache, dass POU5F1_iB nicht in ES-Zellen exprimiert wird, wird die
Aufrechterhaltung des Stammzellcharakters der Isoform POU5F1_iA zugeschrieben
(Cauffman et al., 2006). Vor diesem Hintergrund wurden in meiner Arbeit alle Experimente
mit POU5F1_iA durchgefiihrt.

Das Bestreben, pluripotente Zellen als Ausgangspunkt fiir den Ersatz von Gewebe bzw. als
Modell zur Untersuchung der Entwicklung, Pravention und Heilung von pathologisch ver-
anderten Geweben einzusetzen, motiviert zur Suche nach Alternativen zu humanen embryo-
nalen Stammzellen (ES-Zellen). Aufgrund der Tatsache, dass diese aus der innere Zellmasse
(inner cell mass, ICM) fremder Blastozysten gewonnen werden, ergeben sich zum einen
ethische Bedenken und zum anderen immunologische Komplikationen, wie sie z. B. bei Ab-
stoBungsreaktionen nach allogener Transplantation auftreten (Boiani and Scholer, 2005;
Surani and Mclaren, 20086).

Um den Stammzellcharakter von hMSC zu erhalten, wurde beispielsweise gezeigt, dass durch
Transfektion und Expression von Telomerase die Proliferations- und Differenzierungsfahigkeit
tiber viele Passagen erhalten bleiben (Simonsen et al., 2002).

Aufgrund der bisherigen Erkenntnisse liber POU5F1 als verantwortlicher Faktor fiir die Pluri-
potenz von ES-Zellen (Pan et al., 2002) entstand die Idee, durch Transfektion dieses Trans-
kriptionsfaktors die Stammzelleigenschaften von hMSC zu beeinflussen. Ein Hauptziel stellte
hierfiir eine mogliche Erweiterung des Differenzierungspotentials dar. Dazu haben wir erst-
mals das POU5F1-Gen in verschiedene Vektoren kloniert, die eine einfache (pcDNA3.1-
POUSF1_iA; p-POUSF1_iA-IRES-EGFP; p-POUSF1_iA-IRES-neo2) bzw. eine induzierbare
Expression (pTRE2hyg-POUSF1_iA) in hMSC erlaubten (s. D5.1).

Durch die technisch einfache Isolierung und Verfligbarkeit zeichnen sich hMSC prinzipiell
gegeniiber humanen ES-Zellen aus (s. B1). AuBerdem ist bekannt, dass Zellen mit einem weit
gefacherten Differenzierungspotential sich besser reprogrammieren lassen als unipotente
somatische Stammzellen (Hochedlinger and Jaenisch, 2006). Neben der erweiterten Differen-
zierungsfahigkeit kénnte die Transfektion von POU5F1 auBerdem das Problem der Zell-
alterung beseitigen, da die unbegrenzte Selbsterneuerung eine Eigenschaft embryonaler
Stammzellen darstellt. Interessanterweise exprimieren auch MAPC (multipotent adult
progenitor cells, s. B1.3), die eine Subpopulation der hMSC reprasentieren, POUSF1. Auch
diese Zellen zeichnen sich durch unbegrenzte Selbsterneuerung aus (Jiang et al., 2002a).
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E3.1 Basale Expression des Transkriptionsfaktors POU5F1 in hMSC

Zunadchst wurde untersucht, ob und in welchen Mengen hMSC den Faktor POU5F1 unter
Standard-Kulturbedingungen exprimieren. Dabei konnten auf mRNA-Ebene keine POU5F1-
Transkripte nachgewiesen werden (s. Abb. 40). Zu diesem Ergebnis kamen auch Song et al.
(2006), die das gesamte Transkriptom von un- und differenzierten hMSC verglichen.

Dagegen konnten verschiedene andere Arbeitsgruppen POU5F1 in hMSC auch auf mRNA-
Ebene demonstrieren. Allerdings wurde hierbei POU5F1 meist in Subpopulationen exprimiert,
welche durch besondere Kultivierungsbedingungen isoliert worden waren. Diese wiesen
interessanterweise ein erhohtes Differenzierungspotential im Vergleich zu den urspriinglichen
hMSC auf: So zeigen MAPC &hnliche Eigenschaften wie ES-Zellen (Jiang et al., 2002b),
MIAMI-Zellen (marrow-isolated adult multilineage inducible) erh6htes Differenzierungs-
potential und gesteigerte Proliferationskapazitdt (D'Ippolito et al., 2004) und SD-Zellen
(serum deprived) eine verstiarkte Expression von embryonalen Genen (Pochampally et al.,
2004). Des Weiteren wird eine POU5SF1-Expression in hMSC beschrieben (Young et al., 2004;
Moriscot et al., 2005), die mit der Differenzierung bzw. einer weniger dichten Aussaat wéh-
rend der Kultivierung abnimmt (Tai et al., 2005; Ren et al., 2006).

Zusammenfassend |3sst sich vor diesem Hintergrund folgern, dass die Expression von POU5F1
von den Kultivierungsbedingungen und dem Differenzierungsstatus abhangig ist. Dariiber
hinaus exprimiert wohl nur eine Untergruppe von hMSC diesen Transkriptionsfaktor.

In den o. g. Publikationen wie auch in meiner Arbeit wurde POU5F1 auf mRNA-Ebene mit
RT-PCR bzw. mit Microarray nachgewiesen. Da es Unterschiede zwischen der
POU5SF1-mRNA- und Proteinexpression geben kann (Cauffman et al., 2005), muss zusétzlich
ein Nachweis auf Proteinebene mit Bestimmung der ProteingréBe (Western Blot) und der
Lokalisation in der Zelle (Immunzytologie) gefordert werden (Prusa et al., 2003; Tai et al.,
2005). Entscheidend hierbei ist, das richtige POU5F1-Transkript nachzuweisen. So muss durch
eine entsprechende Wahl der Primer zum einen zwischen den Isoformen POU5F1_iA und
POU5F1_iB differenziert werden (Cauffman et al., 2006). Zum anderen wurden von POU5F1
bisher sechs verschiedene Pseudogene beschrieben. In einigen Tumoren werden positive PCR-
Ergebnisse auf Pseudogene zurlickgefiihrt und nicht auf Expression von POU5F1 (Looijenga et
al., 2003). So ist also der spezifische Nachweis von POU5F1 generell in Frage zu stellen, wenn
die o. g. Punkte nicht beriicksichtigt wurden. In unserer Arbeit konnte durch die geeignete
Wahl der Primer die Detektion der Transkripte von POUS5F1_iB und den verschiedenen
Pseudogenen ausgeschlossen werden.
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E3.2 Auswirkungen der Transfektion des Transkriptionsfaktors POU5F1 in hMSC

Fiir den Nachweis von Pluripotenz nach Transfektion von POU5F1 miissen verschiedene
Kriterien vorliegen. Unter http://stemcells.nih.gov/info/scireport/appendixE.asp findet sich
eine aktualisierte Liste der Stammzellmarker.

Auch die Zellteilung als Voraussetzung der Selbsterneuerung stellt einen wesentlichen Be-
standteil des Stammzellcharakters dar. Eine gesteigerte Proliferation von hMSC Sub-
populationen konnte dabei mit der gleichzeitigen Expression von POU5F1 und Cyclin A asso-
ziiert (Prusa et al., 2003) oder durch Zell- bzw. Klonzidhlung (Pochampally et al., 2004;
D'lppolito et al., 2006) gezeigt werden. Dagegen haben wir nach transienter Transfektion von
POU5F1 im Vergleich zur Transfektion eines Vektors ohne Insert reduzierte Zellzahlen ge-
messen. Dies konnte zum einen durch die kurze Expression von POU5F1 nach einer
transienten Transfektion begriindet sein. Zum anderen werden durch eine transiente Expres-
sion initial sehr hohe POU5F1-Expressionsniveaus erreicht, was auch zu einer Differenzierung
und damit zu einer Proliferationshemmung flihren konnte.

An ES-Zellen der Maus konnte in diesem Zusammenhang gezeigt werden, dass das Expres-
sionsniveau von POU5F1 fiir das Entwicklungspotential von zentraler Bedeutung ist. Es stellte
sich heraus, dass das Differenzierungspotential von ES-Zellen von der Menge an POU5F1-
Protein abhangt. Differenzierung findet bei einer POU5F1-Proteinmenge von 50 % tber oder
unter dem normalen Niveau statt, wobei ein Anstieg zur Bildung von primitivem Entoderm
und Mesoderm und eine Reduktion zur Bildung von Trophektoderm fiihrten. Es wird also eine
definierte Menge an POU5F1 bendtigt, um die Selbsterneuerung der Stammzellen aufrecht zu
erhalten (Niwa et al., 2000).

Da in meiner Arbeit die POU5F1-Expression zu einer Hemmung der Proliferation fiihrte, muss
man wohl eher von einer Differenzierung der Zellen ausgehen.

E3.3 Die Interaktion von POU5F1 mit anderen Faktoren

Mit der Transfektion von POU5F1 in Kombination mit drei weiteren Faktoren (SRY-box
containing gene 2, SOX2, c-Myc und KIf4) konnten K. Takahashi und S. Yamanaka Stammzell-
eigenschaften auch auf Fibroblasten tibertragen (2006), welche dem pluripotenten Charakter
von ES-Zellen nahe kommen (Wernig et al., 2007; Okita et al., 2007). Dieses Beispiel zeigt,
dass neben dem Expressionsniveau auch das Zusammenspiel mit anderen Faktoren wichtig
ist. Interessanterweise ist hier die Transfektion des Stammzell-spezifischen Transkriptions-
faktors Nanog nicht notig. Dieser konnte jedoch in den transfizierten Zellen nachgewiesen
werden (Takahashi and Yamanaka, 2006). Die Entdeckung Nanogs, ein Transkriptionsfaktor
mit einer Homeobox (s. B4.3), durch zwei unabhingige Arbeitsgruppen (Chambers et al.,
2003; Mitsui et al., 2003) stellte die weit verbreitete Ansicht in Frage, dass POUSF1 als
einziger Faktor die Pluripotenz reguliert (Boiani and Scholer, 2005; Pan and Thomson, 2007).
AuBerdem konnten zwei Gruppen die Bindungsstellen von POU5F1, SOX2 und Nanog im ge-
samten Genom identifizieren (Boyer et al., 2005; Loh et al., 2006). Die haufig gemeinsam
besetzten Gene kodieren meist fiir Entwicklungs-relevante Transkriptions-faktoren. Die Be-
deutung dieser Beeinflussung ist bisher nur ansatzweise untersucht (Babaie et al., 2006; Loh
et al., 2006; Ivanova et al., 2006; Masui et al., 2007).
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F AusBLICK

In der vorliegenden Arbeit gelang eine induzierbare Genexpression in hMSC zum einen mit
der transienten Kotransfektion der Vektoren pTet-On und pTRE2hyg-Luc des Tet-On-System.
Zum anderen wurde das Plasmid p2in1 generiert, welches die zentralen Elemente der beiden
0. g. Plasmide auf einem Vektorsystem vereinigt. Durch die Transfektion dieses Plasmids
wurde die induzierbare Genexpression in hMSC wesentlich vereinfacht. Die Priifung des
Plasmids p2in1 mittels des Luziferase-Reportergens zeigte, dass in hMSC grundsatzlich eine
induzierbare Genexpression mdglich ist, die zudem durch die Konzentration des Induktors
Doxycyclin dynamisch requliert werden kann.

Es sind jedoch weitere Experimente erforderlich. So ware z. B. eine Steigerung der Expression
durch héhere Doxycyclin-Konzentrationen vorstellbar (Baron and Bujard, 2000). Daneben
sind auBerdem Untersuchungen zum zeitlichen Verlauf der Genexpression notwenig. Obwohl
das TET-System durch eine sehr schnelle Reaktion auf Doxycyclin charakterisiert ist (Gossen
and Bujard, 1992; Baron and Bujard, 2000), sollte der Verlauf der Induktion mit Messungen
nach 24, 48 und 72 Stunden dargestellt werden (Wilson et al., 2005), da insbesondere der
Vektor p2in1 wahrscheinlich eine gewisse Zeit zur Auspragung seiner maximalen Expression
bendtigt. In der in E2.1.3 erwdhnten Arbeit von A. Chtarto entfaltete der Vektor nach Trans-
duktion und Induktion erst nach ca. zwei Wochen seine maximale Aktivitat. Eine Beendigung
der Expression wurde drei Tage nach Entfernung des Doxycyclins gezeigt. Genau diese
Reversibilitat bzw. ihre Kinetik nach Entfernen des Doxycyclin muss fiir die hier angewandten
Methoden Gegenstand zusatzlicher Untersuchungen sein, besonders auch nach stabiler
Transfektion (Chtarto et al., 2003a).

Dariiber hinaus wurde in meinem Projekt die Funktion des Pluripotenz-vermittelnden
Transkriptionsfaktors POU5SF1 in hMSC untersucht. Erste Expressionstests von POU5SF1 besta-
tigen die Wichtigkeit dieses Transkriptionsfaktors hinsichtlich des Proliferationsverhaltens
von hMSC.

Gefordert sind Experimente, die kldren, ob die POU5F1-Expression in hMSC tatsdchlich zu
einer Differenzierung der Zellen fiihrt, wobei auch die Auswirkungen unterschiedlicher
POUS5F1-Niveaus in hMSC gepriift werden sollten. Die Voraussetzungen dafiir wurden mit der
Klonierung des Vektors pTRE2hyg-POUSF1 (s. D3.3.2) und seiner funktionelle Testung
(s. D5.2.2) geschaffen.

Die Bedeutung der fiir Pluripotenz verantwortlichen Transkriptionsfaktoren ist bisher nur
ansatzweise untersucht (Babaie et al., 2006; Loh et al., 2006; lvanova et al., 2006) und sollte
Anlass zu weiteren Experimenten sein (Boyer et al., 2006). Durch die Aufklarung der zugrunde
liegenden Signalwege werden sich zudem neue Mdglichkeiten der Beeinflussung erdffnen,
die einen potentiell erfolgreichen Weg zu Patienten-spezifischen pluripotenten Zellen im
Rahmen des Zell- und Gewebeersatzes bei geschadigten Organen versprechen.
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