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A Zusammenfassung

Die Entwicklung der Organe hoherer Lebewesen ist ein komplexer Vorgang, bei dem es zu zahl-
reichen Wechselwirkungen zwischen Zellen aus unterschiedlichen Geweben kommt. Die Isolierung
embryonaler Stammzellen (ES-Zellen) und die Entdeckung, dass diese auch iz wvitro zu
verschiedenen reifen somatischen Zelltypen differenzieren konnen bietet ein neues System, um
cinen Einblick in die Entstechung unterschiedlicher Zelltypen wihrend der Entwicklung der
Sdugetiere zu erhalten.

Die Veroffentlichung mehrerer Protokolle, die eine Generierung hepatozytenihnlicher Zellen aus
murinen ES-Zellen in vitro beschreiben, eroffnet nun die Moglichkeit, auch die Organogenese der
Leber in diesem System genauer zu studieren. Neben der Untersuchung des Einflusses externer
Faktoren auf den Differenzierungsprozess konnte die Durchfihrung differentieller Gen-
expressionsanalysen neue Gene identifizieren, welche fur die Entwicklung der Hepatozyten relevant
sind. Voraussetzung hierfir sind neben effizienten Differenzierungsprotokollen Methoden, die eine
unkomplizierte Analyse des Differenzierungsvorgangs ermoglichen. Zudem bedarf es Verfahren, die
eine Isolierung erfolgreich differenzierter Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten des Differen-
zierungsprozesses gestatten. Ziel der Arbeit war es zunichst, ein optimiertes Differenzierungs-
protokoll zu etablieren und ein Reportersystem zur Analyse des Differenzierungsvorgangs zu
generieren.

Im Zuge dieser Arbeit wurde deshalb ein Differenzierungsprotokoll etabliert, das auf dem im Jahr
2001 von Takashi Hamazaki ez 4l publizierten Protokoll beruht und auf der Generierung
dreidimensionaler Aggregate, so genannten embryoid bodies (EBs), und anschliefender Stimulierung
durch externe Faktoren beruht. Im Zuge der Optimierung des Protokolls konnte durch eine
Anpassung des Zeitpunktes der Zugabe der einzelnen Faktoren an das spezifische Differenzierungs-
verhalten der verwendeten Zelllinie eine gesteigerte Expression hepatozytenspezifischer Markergene
erzielt werden. Zudem wurde versucht, neue Erkenntnisse tiber die iz witro-Differenzierung
embryonaler Stammzellen zu Hepatozyten im Differenzierungsprotokoll zu beriicksichtigen. Der
von einer anderen Gruppe beschriebene positive Einfluss eines zeitlich begrenzten Serumentzugs auf
die Entstehung von Hepatozyten-Vorldufern wihrend der Differenzierung in EBs konnte dabei

nicht bestitigt werden. Auch fibroblast growth factor-4, der in einem auf der Differenzierung in



Monolayer-Kultur basierenden Protokoll zu einer vermehrten Entstehung hepatozytenihnlicher
Zellen fiihrt, zeigte im hier verwendeten System nicht den erhofften Effekt.

Durch den Einsatz unterschiedlicher Serumpriparationen zeigt die Arbeit jedoch, dass nicht nur die
An- oder Abwesenheit von im Serum enthaltenen Faktoren einen entscheidenden Einfluss auf den
Differenzierungsprozesses hat, sondern bereits geringe Unterschiede in deren Zusammensetzung
und Konzentration, wie sie bei verschiedenen Chargen vorliegen, die Differenzierung der Zellen
deutlich beeinflusst. Dies verdeutlicht die Probleme bei der Vergleichbarkeit der Ergebnisse unter-
schiedlicher Arbeitsgruppen und somit die Notwendigkeit definierter Bedingungen, wie sie nur bei
einer vollstindig serumfreien Kultivierung der Zellen vorliegen.

Da weder reife Hepatozyten noch ihre Vorlduferzellen spezifische Oberflichenmarker besitzen, die
eine Isolierung mittels Durchflusszytometrie ohne weiteres ermoglichen, wurde versucht, ein
Reportersystem zu schaffen, das eine Identifizierung und Isolierung der Zellen zu verschiedenen
Zeitpunkten des Differenzierungsprotokolls ermdéglicht. Dafiir wurden fiir verschiedene
Fluoreszenzproteine kodierende Sequenzen hinter ein Transthyretin-, ein Albumin- bzw. ein
Glukose-6-Phosphatase-Promotor-Konstrukt kloniert. Diese Promotoren werden im Zuge der
hepatozytenspezifischen Differenzierung aktiviert. Die Konstrukte sollten stabil in das Genom
undifferenzierter ES-Zelllinien integriert werden, um so eine zell- bzw. entwicklungsspezifische
Expression der Reportergene wihrend des Differenzierungsprozesses zu ermoglichen. Hierfir
wurden zwei Verfahren getestet: Zum einen wurde versucht, die transgenen ES-Zellen mittels
retroviralem Gentransfer zu erzeugen. Die generierten Moloney-Maus-Leukdmie-Virus-basierten
Reporterkonstrukte enthielten zusitzlich die Sequenzen verschiedener Resistenzmarker, die tiber

eine internal ribosomal entry site kotranslatiert werden sollten. Die Infektion der ES-Zellen mit den

rekombinanten Viren fithrte jedoch zu keiner funktionalen Zelllinie. Zum anderen wurde versuche,
die Reporterkonstrukte tiber homologe Rekombination gezielt in den wihrend der Embryonal-
entwicklung ubiquitir exprimierten ROSA26-Lokus zu integrieren. Hierdurch wurden mit hoher
Effizienz Zelllinien generiert, welche die Reporterkonstrukte stabil integriert haben. Im Falle des
Albumin-Promotor-Konstruktes wurde so eine Zelllinie erzeugt, in der eine differenzierungs-

spezifische Synthese des enhanced green fluorescent protein beobachtet werden kann. Dies zeigt, dass

diese Methode grundsitzlich geeignet ist, ein solches Reportersystem ziigig zu erzeugen, um so den

Differenzierungsverlauf analysieren zu kénnen.
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EINLEITUNG

I Einleitung

Ia Die Maus als Modellsystem in der Embryonalentwicklung

Um die komplexen Vorginge der menschlichen Entwicklung und der Entstehung von
Missbildungen und Krankheiten verstehen und untersuchen zu konnen, bedarf es aus
offensichtlichen ethischen, aber auch praktischen Griinden der Verwendung von Modell-
organismen. Wihrend der langen Tradition der Entwicklungsbiologie von Aristoteles bis heute
kristallisierte sich dabei eine Reihe von Organismen heraus, die sich in der Forschung als besonders
geeignet erwiesen. Die Kriterien, die an einen Modellorganismus gestellt werden, sind dabei stets die
gleichen. Zum einen sollte der Organismus nicht zu grof§ sein, sich leicht ziichten lassen und dabei
eine hohe Reproduktionsrate und einen kurzen Generationszyklus aufweisen. Zum anderen sollte er
fur genetische Modifikationen gut zuginglich sein, und eventuell daraus resultierende Effekte
wihrend der Entwicklung sollten leicht zu untersuchen sein. Zu den meist verwendeten

Organismen gehéren hierbei der Nematode Caenorbabditis elegans, die Taufliege (Drosophila

melanogaster), der Zebrabirbling (Danio rerio), der afrikanische Krallenfrosch (Xenopus laevis), das

n
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Haushuhn (Gallus gallus domesticus), die Ratte (Rattus sp.) und die Hausmaus (Mus musculus).

Die rasante Entwicklung von Methoden zur Manipulation von Mausembryonen in den letzten 30
Jahren fithrte dabei zu einer immer groferen Bedeutung der Hausmaus als Modell fur die
Embryonalentwicklung von Siugetieren. So konnte bereits 1974 gezeigt werden, dass sich in die
frithe Blastozyste injizierte Teratokarzinom-Zellen an der Entwicklung des Mausembryos beteiligen
konnen und auf diese Weise chimire Tiere erzeugt werden konnen (Brinster, 1974). Die
Entdeckung, dass die Injektion gereinigter DNA in den Pronukleus einer befruchteten Eizelle zur
stabilen Transformation der Zellen ciner neugeborenen Maus fithren kann (Gordon et al., 1980),
fithree alsbald zur Generierung der ersten ein Transgen exprimierenden Maus (Palmiter et al., 1982).
Ein weiterer wichtiger Schritt war die Isolierung und Vermehrung pluripotenter embryonaler
Stammzellen (ES-Zellen; Evans and Kaufman, 1981; Martin, 1981) und die Entdeckung, dass sich
diese nach Injektion in frithe Embryonen zu allen Zelltypen des adulten Tiers, inklusive Zellen der
Keimbahn, entwickeln konnen (Bradley et al., 1984). Dies ermdglichte die gezielte genetische
Manipulation pluripotenter Zellen in Kultur. So gelang es 1986 das erste Mal, durch retroviralen
Gentransfer in embryonale Stammzellen und anschlielende Injektion der modifizierten Zellen in
Maus-Blastozysten chimire Tiere zu schaffen, welche die exogene DNA stabil in Keimzellen
integriert hatten (Robertson et al., 1986). Durch homologe Rekombination war man bald in der
Lage, Gene in ES-Zellen gezielt zu manipulieren (Doetschman et al., 1987; Thomas and Capecchi,
1987) und konnte somit deren Auswirkung auf den Entwicklungsprozess untersuchen.

Zwei weitere Entwicklungen trugen dazu bei, diese Méglichkeiten noch zu erweitern. Oft fithrt die

gezielte Zerstorung (knockout) eines Gens schon frith in der Embryogenese zum Abbruch der

Entwicklung und zum Tod des Embryos. Dies gilt im Besonderen fir Gene, die im extra-
embryonalen Entoderm exprimiert werden und fiir eine korrekte Gastrulation von Bedeutung sind.
Diese Problematik kann umgangen werden, indem durch Fusion der Blastomere im Zwei-Zell-
Stadium erzeugte tetraploide Embryonen im spiteren Morulastadium mit diploiden ES-Zellen
aggregiert werden (Nagy et al.,, 1990). Hierbei entwickeln sich die diploiden ES-Zellen zu allen
Zellen des spiteren Fetus, wihrend das extraembryonale Entoderm ausschlieflich von den tetra-
ploiden Zellen gebildet wird. Durch Kombination von tetraploiden Wildtypzellen mit mutierten
ES-Zellen lisst sich so auch die Bedeutung von Genen fiir spitere Entwicklungsprozesse

untersuchen, welche aufgrund ihrer Funktion im extraembryonalen Entoderm bei einem knockout
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schon frith zum Abbruch der Embryonalentwicklung fihren.

Jedoch ist die Funktion eines Gens auch in den folgenden Entwicklungsstadien meist nicht auf
einen einzigen Zeitpunkt beschrinkt, wodurch die Untersuchung der Genfunktion oft auf die
fritheste essentielle Rolle des entsprechenden Genprodukts begrenzt wird. Zudem sind viele Gene
nicht nur an der Bildung eines einzelnen Organs oder Gewebes beteiligt. Da wihrend der Embryo-
genese Wechselwirkungen zwischen den sich entwickelnden Strukturen hiufig von grofler
Bedeutung sind, kann durch das einfache Ausschalten eines Gens oft keine Aussage dartiber gemacht
werden, ob der beobachtete Effekt nun direkt auf einem Defekt in der differenzierenden Zelle oder
aber indirekt auf dem Fehlen eines Stimulus von benachbarten Zellen beruht. Ein grofer Fortschritt

konnte hierbei durch die Entwicklung des Cre//oxP-Systems gemacht werden, das einen zell- und

entwicklungsspezifischen knockout eines Gens erméglicht (Sternberg and Hamilton, 1981; Orban et
al,, 1992).

Dies alles und die Vielzahl der existierenden Inzuchtstimme fihrte vermutlich dazu, dass das
Mausgenom nach der Sequenzierung des humanen Genoms (Venter et al., 2001) als zweites Genom
eines Wirbeltiers vollstindig sequenziert wurde (Waterston et al., 2002). Dabei ergab sich, dass ctwa
99 % aller identifizierten Gene der Maus ein homologes Gen im humanen Genom besitzen, von
denen wiederum etwa 96 % in einem vergleichbaren Kontext angeordnet sind. 80 % der Gene der
Maus haben dabei genau eine Entsprechung im humanen Genom. Der Vergleich der Sequenzen
dieser als ortholog bezeichneten Gene zeigte eine mittlere Ubereinstimmung von 78,5% auf
Aminosdureebene. Dies zeigt, dass die Maus durchaus als Modellorganismus fur die Entwicklung des
Menschen geeignet ist, auch wenn sicherlich nicht alle gewonnen Erkenntnisse unmittelbar

tibertragbar sind.

I2 Die Organogenese der Leber

Die Leber ist das zentrale Stoffwechselorgan der Wirbeltiere. Sie ist verantwortlich fur die
Produktion wichtiger Serumproteine wie Albumin, Gerinnungsfaktoren und Akute-Phase-Proteine
und ist mafigeblich an der Speicherung von Glukose und Fetten beteiligt. Sie ist zudem fiir den

Abbau und die Ausscheidung einer Reihe von Stoffwechselprodukten, Medikamenten und Gift-

stoffen verantwortlich.
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Die Leber der Wirbeltiere ist entodermalen Ursprungs und entwickelt sich aus dem ventralen
Abschnitt des anterioren Darmrohrs (Douarin, 1975). Die Entwicklung lasst sich dabei in mehrere
Schritte einteilen: Der erste Schritt ist die Erlangung der Kompetenz des Darmrohrepithels auf
Faktoren zu reagieren, die zu einer Spezifizierung der Zellen fithren, entlang der hepatischen Linie
zu differenzieren. In weiteren Schritten kommt es zu eben dieser Determinierung des Darm-
rohrabschnittes sowie der Proliferation und Differenzierung dieser Zellen, welche zum Wachstum
des Organs, der Ubernahme lebertypischer Funktionen und dem Entstehen der Leberarchitektur
fithren. Die einzelnen Schritte sind nicht immer klar zu trennen, und viele Faktoren sind an
mehreren dieser Prozesse beteiligt (vergleiche Seite 15, Abbildung 1; Seite 18, Abbildung 3; Seite 24,
Abbildung 4; und Seite 28, Abbildung 5).

Dabei kommt es zu zahlreichen Wechselwirkungen mit Zellen anderer Gewebe. Eine ganze Reihe
von Signalmolekiilen wurde bereits identifiziert und die Bedeutung vieler Transkriptionsfaktoren
aufgeklirt. Auch Komponenten der Extrazelluliren Matrix (ECM) spiclen dabei cine wichtige
Rolle. Wihrend der Entwicklung der Leber kommt es zu deutlichen Anderungen in der
Lokalisation von Bestandteilen der ECM und ihren zelluliren Rezeptoren (Shiojiri and Sugiyama,
2004). ECM-Komponenten kénnen dabei iber spezifische Rezeptoren, die Integrine, direke die
Stimulierung intrazellulirer Signalwege beeinflussen und so Prozesse wie Zellwanderung,
Proliferation, Uberleben (oder Apoptose) und Differenzierung der fetalen Leberzellen beeinflussen
(zusammengefasst in: Pozzi and Zent, 2003; Stupack and Cheresh, 2002; Lee and Juliano, 2004).
Auch Mechanismen wie die Bindung und Konzentrierung von Signalmolekiilen sowie die
Regulation von deren Rezeptorinteraktion, wie sie vor allem fir Fibroblasten-Wachstumsfaktoren
(fibroblast growth factors, FGFs) gut dokumentiert sind, spielen vermutlich eine Rolle (fiir eine
aktuelle Zusammenstellung diesbeziiglicher Ergebnisse siche: Harmer, 2006).

Bei der Maus beginnt die Hepatogenese etwa um Tag 8,5 der Embryonalentwicklung (E8,5) im
7-bis 8-Somiten-Stadium (Gualdi et al., 1996; Cascio und Zaret, 1991). Es kommt zu einer Pro-
liferation entodermaler Zellen und zu einer Verdickung des ventralen Darmrohrabschnittes im

9,5-Somiten-Stadium, woraus in Folge die so genannte Leberknospe entsteht (Abbildungen 1B und

3A).
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GATA-4

Abbildung 1: Friihe Vorgidnge wihrend der Organogenese der Leber. Die friihen Stadien der Leberentwicklung
lassen sich in die Erlangung der Kompetenz der Zellen des Darmrohrepithels (B) sowie die Spezifizierung der
Zellen, entlang der hepatischen Linie zu differenzieren (B), einteilen. Gezeigt sind die Faktoren und
Wechselwirkungen, welche in den beiden Stadien eine Rolle spielen. Weitere Details siehe Text.
PKM: prakardiales Mesoderm; STM: Septum Transversum-Mesenchym; VE: ventrales Entoderm.

Bei den Zellen, die an der Bildung der Leberknospe beteiligt sind, handelt es sich dabei um zwei
distinkte, lateral und medial gelegene Typen entodermaler Progenitorzellen, die aus drei raumlich
getrennten Regionen des frithen Embryos entstehen (Tremblay und Zaret, 2005). Eines der ersten
leberspezifischen Gene, das zu diesem Zeitpunkt exprimiert wird, ist das fir Albumin kodierende

Gen (Cascio und Zaret, 1991; Gualdi et al., 1996).

L2 Erlangung der Kompetenz des Darmrohrentoderms

Schon vor dem Beginn der Hepatogenese der Maus werden im gesamten Entoderm Transkriptions-
faktoren der hepatocyte nuclear factor (HNF)-3-Familie exprimiert (Altaba et al., 1993; Ang et al,,
1993; Abbildung 1A). Es konnte gezeigt werden, dass HNF-3 (Foxa) dabei an den Albumin-
Enhancer bindet, aber nicht ausreichend fiir eine Expression des Albumingens ist (Gualdi et al.,
1996). HNF-3 besitzt wiederum eine unerwartet grof8e Fahigkeit, seine Erkennungssequenz auch in
kondensiertem Chromatin zu binden und eine Anderung in der Nukleosomenstruktur hervor-
zurufen (Cirillo et al., 1998; Shim et al, 1998; Chaya et al.,, 2001; Cirillo et al., 2002). Die
Zerstorung des HNF-3a-Gens (Hnf-3a bzw. Foxal) oder des HNF-3y-Gens (Hnf-3y bzw. Foxa3)
hat dabei keine grofleren Auswirkungen auf die frithe Embryonalentwicklung (Kaestner et al., 1998;

Kaestner et al., 1999; Shih et al.,, 1999). Ein knockout von Hnf-3B (Foxa2) fihrt jedoch unter

anderem zu einer gestorten Morphogenese des Darmrohrentoderms und verhindert so eine
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Assoziation mit Geweben, die fur die spatere Induktion der Leberentwicklung eine entscheidende
Rolle spielen (Ang und Rossant, 1994; Dufort et al., 1998; Weinstein et al., 1994). Dies erschwert
eine weitere Untersuchung des Einflusses von HNF-3 auf die Erlangung der Kompetenz des
Entoderms beziglich der Induktion der Hepatogenese in Hnf-37"-Knockout-Mausen.
Differenzierungsexperimente an murinen embryonalen Stammzellen 77 vitro zeigten allerdings, dass
die stabile Transfektion von ES-Zellen mit Hnf-38 zu einer erheblich fritheren und deutlich
stairkeren Expression hepatozytenspezifischer Gene in den differenzierenden ES-Zellen fiihrt
(Kanda et al,, 2003). Auch war der Anteil Albumin-positiver Zellen nach nur 7 Tagen des
Differenzierungsprotokolls in den Hznf-3B-transfizierten ES-Zellen im Vergleich zu Wildtypzellen
um ein Vielfaches erhoht.

Der nichste Schritt ist vermutlich die Induktion eines weiteren Transkriptionsfaktors in den Zellen
des ventralen Entoderms. Rossi ez al. konnten zeigen, dass fiir eine erfolgreiche Induktion der
Hepatogenese die Sezernierung von bone morphogenic proteins (BMPs), im Speziellen von BMP-4,
durch Zellen des umliegenden Septum Transversum-Mesenchyms benotigt wird (Rossi et al., 2001;
Abbildung 1A). Dabei kommt es vermutlich unter anderem zu einer verstirkten Gaza-Expression in
Zellen des Darmrohrentoderms. GATA-4 bindet zusammen mit HNF-3 an den Albumin-Enhancer
noch nicht spezifizierter Zellen (Bossard und Zaret, 1998) und besitzt dabei ebenfalls die Fihigkeit,
innerhalb kondensierter Chromatinbereiche zu binden und zu einer Offnung der Nukleosomen-

struktur beizutragen (Cirillo et al., 2002).

primitives kompetentes spezifiziertes Entoderm
Ektoderm Darmrohrentoderm

Bindestelle fiir
Transkriptions-
aktwatoren

Transkriptions-
aktivatoren

4

__FGFs
BMPS BMPS

Histon H1 GATA

Nukleosom HNF-3
Abbildung 2: HNF-3 und GATA-Faktoren fiihren zu einer Kompetenz entodermaler Zellen, auf weitere
Faktoren zu reagieren. HNF-3 und GATA-Faktoren binden im Bereich regulatorischer Elemente leberspezifischer
Gene. Dabei kommt es zu einer Veranderung der Nukleosomenstruktur. Diese ermoglicht das Binden weiterer, fiir
die Spezifizierung der Zellen in Richtung der Hepatogenese bendtigter Transkriptionsfaktoren (nach Zhao und
Duncan, 2005).
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Hierdurch ergibt sich ein Modell, bei dem die gemeinsame Bindung von HNF-3 und GATA-4 an
die regulatorischen Elemente leberspezifischer Gene diese fir die weiteren Signale kompetent
machen, die letztendlich zur Spezifizierung der Zellen in Richtung der Hepatogenese fithren
(Abbildung 2). Der knockout von Gata-4 fithrt schon vor der Hepatogenese zu einem Abbruch der
Embryonalentwicklung (Molkentin et al., 1997; Kuo et al., 1997). Studien an mittels Tetraploider-
Embryo-Komplementation erzeugten Gata-47~-Embryonen zeigten jedoch, dass es trotz eines
Fehlens von GATA-4 zur Bildung eciner rudimentiren Leberknospe und der Expression des
Albumingens kommt (Duncan, 2005). Dies ist jedoch méglicherweise durch eine teilweise

Redundanz verschiedener GAT A-Faktoren zu erkliren.

I2.2 Spezifizierung der Zellen durch Fibroblasten-Wachstumsfaktoren

Aus Gewebetransplantationsexperimenten wusste man schon frith, dass es Faktoren aus dem
prikardialen Mesoderm sind, welche zur Induktion der Hepatogenese im benachbarten ventralen
Entoderm fiithren (Douarin, 1975; Fukuda-Taira, 1981; Gualdi et al., 1996). I vitro-Versuche an
isoliertem ventralem Entoderm zeigten, dass sowohl FGF-1 (acidic FGF, aFGF) als auch FGF-2
(basic FGF, bFGF) die induktiven Eigenschaften des prikardialen Mesoderms ersetzen konnen und
zu einer deutlichen Expression des Albumin- und a-Fetoproteingens in den kultivierten
Gewebeisolaten fithren (Jung et al., 1999). Dieser Effekt scheint jedoch nicht nur von der
Anwesenheit von FGFs abhingig zu sein, sondern auch von deren lokaler Konzentration. Fehlt der
Stimulus, beginnen die Zellen Pdx-1 (pancreatic duodenal homeobox-1) zu exprimieren und
entwickeln sich entlang ciner pankreatischen Linie (Deutsch et al, 2001). Uberschreitet die
Konzentration cinen bestimmten Wert, werden lungenspezifische Gene exprimiert (Serls et al.,
2005; Abbildung 1B). FGF-1 und FGF-2 scheinen somit im dem prikardialen Mesoderm
benachbarten Abschnitt des ventralen Entoderms zu einer Unterdriickung der Pdx-1-Expression
und so zu eciner Induktion leberspezifischer Gene zu fihren. Diese These wird von
Transdifferenzierungsexperimenten an Xezopus unterstiitzt. Diese zeigten, dass eine ektopische
Expression von Xlhbox-8, dem Xenopus-Homolog von Pdx-1, unter der Kontrolle des frithen
entoderm- bzw. leberspezifischen murinen Transthyretin (TTR)-Promotors zu einer Umwandlung

von normalerweise entlang der hepatischen Linie differenzierender Zellen zu pankreatischen Zellen
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fiihre (Horb et al,, 2003). Welche Prozesse bei einer hoheren FGF-Konzentration dazu fithren, dass
sich die Zellen in Richtung Lunge anstatt in Richtung Leber entwickeln, ist noch nicht geklart.
Auch FGF-4 hat moglicherweise eine Funktion bei diesem Prozess. Zumindest konnte gezeigt
werden, dass eine Zugabe von FGF-4 zum Differenzierungsmedium einen positiven Einfluss auf die

Entstehung Albumin-positiver Zellen bei der 7z vitro-Differenzierung embryonaler Stammzellen in
Monolayer-Kultur hat (Teratani et al, 2005). FGF-8b, das zum Zeitpunkt der Spezifizierung

ebenfalls vom prikardialen Mesoderm sezerniert wird, hat zwar keinen Einfluss auf die
Spezifizierung, scheint jedoch beim Auswachsen der Leberknospe beteiligt zu sein (Jung et al.,

1999).

I.2.3 Entstehung der Leberknospe

Zu diesem Zeitpunke scheint ein weiterer Transkriptionsfaktor eine entscheidende Rolle zu spielen

(Abbildung 3A).

B

ETHZ

PKM
FGFs (FGF-18)?

TGF-B?
WNTs ?

Wnt/B-Catenin

WNTs
- \ GATA-6+
prox-1 Hnf-4
NF-kB
Xbpl Foxmlb
- cJun HGF
TGF-B
STM
Hlx
ECM

Abbildung 3: Auswachsen der Leberknospe, Einwanderung der Zellen in das Septum Transversum-
Mesenchym und Proliferation der Hepatoblasten. Gezeigt sind die Faktoren, die am Auswachsen der
Leberknospe (H) sowie an der Einwanderung der Zellen in das Septum Transversum-Mesenchym und der
Proliferation der Hepatoblasten beteiligt sind (H). Erliuterungen siehe Text. ECM: extrazellulire Matrix;
ETHZ: Endothelzellen; HB: Hepatoblast; LK: Leberknospe; MAPK: mitogen activated protein kinase; PKM: pra-
kardiales Mesoderm; STM: Septum Transversum-Mesenchym.
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Hex (hematopoietically expressed homeobox) wird bereits vor dem Beginn der Hepatogenese im

gesamten ventralen Entoderm exprimiert. Seine Expression beschrinkt sich zu Beginn der
Hepatogenese allerdings auf zwei spezifische Bereiche, die sich spiter zur Leber bzw. Schilddriise
entwickeln (Thomas et al., 1998; Keng et al., 1998). In Hex”"-Embryonen kommt es zwar zu einer
Verdickung des ventralen Entoderms, jedoch nicht zur Ausbildung einer Leberknospe (Keng et al.,
2000; Martinez Barbera et al., 2000; Bort et al., 2004). Dabei scheint die Spezifizierung des
Entoderms nicht betroffen zu sein, da sich die Expression leberspezifischer Markergene, z.B. des
Albumin- und des Transthyretingens, in Hex”"-Embryonen nachweisen lisst. Vielmehr scheint die
Expression von Hex fiir einen Ubergang von einer fiir Zellen des Darmrohrepithels typischen
zylinderférmigen Morphologie zu einer geschichteten bzw. ,pseudo-geschichteten® Morphologie
notwendig zu sein (Bort et al., 2006). Die Induktion der Hex-Expression scheint dabei der Kontrolle
des Wnt/p-Catenin- und des transforming growth factor (TGF)-B Signaltransduktionswegs zu
unterliegen, wie Untersuchungen an Xenopus-Embryonen nahe legen (Zorn et al,, 1999). Auch
konnte gezeigt werden, dass der Hex-Promoter sowohl von HNF-3f und GATA-4 aktiviert
(Denson et al., 2000) als auch durch BMPs iiber einen SMAD-abhingigen Signalweg reguliert wird
(Zhang et al., 2002). Experimente an Hithnerembryonen ergaben zudem, dass sowohl FGF- als auch
BMP-Signale fiir die Expression von Hex im ventralen Entoderm benétigt werden (Zhang et al.,
2004). Es ist noch wenig bekannt dariiber, wie Hex seine Effekte auf molekularer Ebene vermittelt.
Jedoch konnte gezeigt werden, dass Hex an HNF-1a (auch transcription factor 1, Tcfl) binden und

so dessen Fihigkeit zurTranskriptionsaktivierung verstirken kann (Tanaka et al., 2005).

I.2.4 Einwanderung der Hepatoblasten ins umliegende Gewebe

Im Zuge der Bildung der Leberknospe wird die zu diesem Zeitpunkt noch intakte Basallamina nach
und nach zerstort. Die nun als Hepatoblasten bezeichneten Zellen 16sen sich vom Darmrohr ab und
wandern als Stringe in das umliegende Septum Transversum (Medlock und Haar, 1983; Abbildung
3B). Dabei stchen diese in engem Kontakt zu noch primitiven Sinusoid-dhnlichen Strukturen

(Sherer, 1975; Medlock und Haar, 1983; Enzan et al., 1997).
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Die Transkriptionsfaktoren GATA-6 und Prox-1

Bei diesem Prozess spielen ebenfalls Faktoren der GATA-Familie der Transkriptionsfaktoren eine

Rolle. So konnte gezeigt werden, dass Gaza-6, das zum Zeitpunke der Spezifizierung ebenfalls im
Darmrohrentoderm exprimiert wird, fiir ein Auswachsen der Leberknospe und eine Differenzierung
der Zellen entlang der hepatischen Linie benétigt wird (Zhao et al., 2005). Der zugrunde liegende
Mechanismus beruht dabei vermutlich unter anderem auf der Kontrolle der Hnf-4-Expression
durch GATA-6 (Morrisey et al., 1998). Eine cindeutige Zuordnung cinzelner GATA-Faktoren zu
den verschiedenen Entwicklungsprozessen ist jedoch schwierig, da im Falle der Zerstérung eines
Gens die anderen Faktoren zumindest teilweise dessen Funktionen iibernehmen kénnen.

Entscheidend fur die Migration der Hepatoblasten in das umliegende Gewebe scheint auch das
homeobox prospero-like protein (Prox)-1 zu sein. Eine Zerstorung von Prox-1 fithrt zu stark
verkleinerten Lebern, und es kann keine Einwanderung von Hepatoblasten in das Septum
Transversum beobachtet werden. Vielmehr bilden die Zellen Cluster und sind weiterhin von einer
intakten Basallamina umgeben. Dies beruht méglicherweise auf einer anhaltend hohen Synthese von
E-Cadherin, die in den wandernden Hepatoblasten von Wildtypmiusen normalerweise
herabreguliert wird (Sosa-Pineda et al., 2000). Auch konnte gezeigt werden, dass Prox-1 direke die
Expression des Gens fiir den fibroblast growth factor receptor (FGFR)-3 regulieren kann (Shin et al,,
2006). Dieses wird zumindest schwach auch in der Leber von 17 bis 18 Wochen alten humanen
Embryonen und in nahezu allen Geweben von 14 Tage alten Rattenembryonen exprimiert und
kann auch noch an E18 in der Leber von Ratten nachgewiesen werden (Partanen et al.,, 1991; Claus
und Grothe, 2001). Der Rezeptor reagiert spezifisch auf FGF-2, -4, -8 und -9 (Ornitz et al., 1996).

Eine Bedeutung des Transkriptionsfaktors auch fir spatere Entwicklungsprozesse ist demnach

wahrscheinlich.

Wechselwirkungen mit Endothelzellen

Neben Faktoren aus dem prikardialen Mesoderm und dem umliegenden Septum Transversum-
Mesenchym sind auch Wechselwirkungen mit den Endothelzellen der sich zwischen den Stringen

entwickelnden Blutgefifie von Bedeutung (Sherer, 1975; Matsumoto et al., 2001). In fezal liver
kinase (Flk)-17"-Miusen (auch kinase insert domain protein receptor, Kdr oder vascular endothelial

growth factor receptor-2, VEGFR-2), denen Endothelzellen fehlen, kommt es zwar zu eciner
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Spezifizierung des Darmrohrentoderms in Richtung Hepatogenese und zu einer Bildung eines
mehrschichtigen Epithels, jedoch ist keine Einwanderung der frithen Hepatoblasten in das
umliegende Septum Transversum-Mesenchym zu beobachten (Matsumoto et al., 2001). Auch die

Differenzierung embryonaler Stammzellen zu Hepatozyten iz vitro wird durch die Inhibierung der

Bildung endothelialer Zellen gestort (Ogawa et al.,, 2005). Welche Prozesse oder Signalmolekiile
diese Wechselwirkung vermitteln, ist allerdings noch nicht bekannt. Es konnte aber gezeigt werden,
dass Endothelzellen unter anderem Faktoren sezernieren konnen wie FGFs, BMPs, TGF-p sowie
Mitglieder der Wnt-Familie der Transkriptionsfaktoren (WNTs; Reissmann et al., 1996; Shah et
al., 1996; Hirschi et al., 1998; Wright et al., 1999; Antoine et al., 2005). FGF-18, welches unter
anderem auch in vaskuliren und sinusoidalen Endothelzellen der Leber synthetisiert wird, fuhrt
dabei zu einer anhaltenden Stimulierung des MAP-Kinase Signaltransduktionswegs und zu einer
vermehrten DNA-Synthese in kultivierten primiren Hepatozyten (Antoine et al., 2006). Auch die
Expression von Notch-Liganden (Lammert et al., 2000) und Bestandteilen der extrazelluliren
Matrix wie Kollagen oder Laminin (Sage et al., 1981; Reh et al., 1987) konnten dabei, vor allem aber

auch bei spiteren Differenzierungsprozessen, eine Rolle spielen (siche unten).

I.2g Proliferation der Hepatoblasten und Wachstum der fetalen Leber

Wahrend die Hepatoblasten tiefer in das mesenchymale Gewebe einwandern, teilen sich diese
wiederholt. Dabei wichst die Leber alleine zwischen den Entwicklungsstadien E13 und E20 in der

Ratte auf das 84-fache an (Vassy et al., 1988).

HGF
Heparocyte growth factor (HGF), auch bekannt als scatter factor, bindet an die Rezeptor-Tyrosin-

Kinase c-Met (Bottaro et al.,, 1991; Naldini et al., 1991), wirkt dadurch als starkes Mitogen und
beeinflusst die Beweglichkeit epithelialer Zellen (Gherardi und Stoker, 1991; Gherardi et al., 1989;
Weidner et al, 1990). Hgf wird wihrend der Entwicklung verschiedenster Organe in

mesenchymalen, ¢-Met in epithelialen Zellen exprimiert, was nahe legt, dass es sich bei diesem

Signalweg um ecinen generellen Mechanismus handelt, der an der Interaktion zwischen

mesenchymalen und epithelialen Zellen wihrend der Organogenese beteiligt ist (Sonnenberg et al,
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1993b; Sonnenberg et al., 1993a). Hgf und c-Mer werden dabei bereits vor dem zwoélften Tag der
Embryonalentwicklung im Septum Transversum bzw. in den Hepatoblasten der fetalen Leber der
Maus exprimiert (Abbildung 3B). Hgf”~-Miuse sterben zwischen E13 und E14,5 (Schmidt et al.,
1995). Sie zeigen dabei eine um 55 % verkleinerte Leber im Vergleich zu Wildtypmausen, was auf
dem Verlust parenchymaler Zellen beruht. Ein Teil der Zellen zeigt Anzeichen fiir Apoptose. Eine
ektopische Expression von Hgf in den Hepatoblasten transgener Miuse hingegen fithrt zu einem

gesteigerten Wachstum (Shiota et al., 1994).

Der TGF-B-Signalweg
Eine Unterbrechung der TGF-B-vermittelten Signaltransduktion in Smad2*~/Smad3*"- oder

Elf"~-Mausen (embryonic liver fodrin, auch spectrin beta 2, Spnb2) fihrt zu hypoplastischen Lebern
und einer vermehrten Apoptose der Hepatoblasten (Weinstein et al., 2001; Tang et al., 2003). Dies
stecht zwar im Gegensatz zu Experimenten, die zeigten, dass TGF-B1 zu einer verringerten
Proliferation und gesteigerten Apoptose in kultivierten fetalen Hepatozyten fithrt (Sanchez et al.,
1995; Fabregat et al., 1996), jedoch gibt es eine ganze Reihe von Faktoren der TGF-f-Familie.
Maoglicherweise bewirken diese zu verschiedenen Zeitpunkten der Entwicklung unterschiedliche

Effekte oder der Effekt ist abhingig von der Aktivierung zusitzlicher Signalwege.

FGFs

Auch FGF-vermittelte Signale sind an diesen Prozessen wieder beteiligt. Vor allem FGF-8 kann in
ex vivo-Kulturen embryonaler Lebern sowohl zu Anderungen in der Zellmorphologie als auch zu
ciner Proliferation und einer verringerten Apoptose der Hepatoblasten fithren (Sekhon et al., 2004).

Der Effekt konnte dabei auf der beobachteten Aktivierung von B-Catenin in den Zellen beruhen

(siche Abbildung 3B und nichster Abschnitt).

EGF und der Wnt/B-Catenin-Signaltransduktionsweg

Komponenten des Wnt/B-Catenin-Signaltransduktionswegs scheinen ebenfalls einen erheblichen

Einfluss auf das Wachstum der Hepatoblasten zu haben. Die Expression von Ctznbl, dem Gen fur

p-Catenin, hat in der Leber der Maus ihren Hohepunkt zwischen E10 und E12 und nimmt an-

schliefend kontinuierlich ab, bis sie nach E16 nicht mehr nachzuweisen ist (Micsenyi et al., 2004).
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Eine Inhibierung des Signalwegs in ex vivo-Kulturen embryonaler Mauslebern fihrt zu einem
verringerten Wachstum und zu vermehrter Apoptose in den Explantaten (Monga et al., 2003). Die
Uberexpression von Ctnnb1 in Hithnerembryonen resultiert in einer um den Faktor 3 vergroferten
Leber, wogegen die Inhibierung des Wnt/p-Catenin-Wegs zu einer Reduktion der Lebergrofie fithre
(Suksaweang et al., 2004). Auch die leberspezifische Uberexpression von Ctznbl in transgenen
Miusen resultiert in einem gesteigerten Wachstum (Tan et al., 2005), wihrend ein knockout des
Gens in der Leber zu einem um 10% verkleinerten Organ fithrt (Sekine et al., 2006). Dabei wird der
wachstumsstimulierende Effekt vermutlich durch eine Aktivierung des Gens fir den epidermal
growth factor (EGF)-Rezeptor (EGFR) hervorgerufen, der in den Ctnnbl-tiberexprimierenden
Lebern verstirkt gebildet wurde (Tan et al, 2005). Zudem konnte gezeigt werden, dass die
Expression des EGFR-Gens durch Wnt3A stimuliert werden kann und eine Inhibierung des
Rezeptors den Effekt der Ctnnbl-Uberexpression in den transgenen Miusen hemmt. EGF

wiederum kann den pro-apoptotischen Effekt von TGF-B1 in kultivierten fetalen Hepatozyten

hemmen (Fabregat et al., 1996).

Hlx und andere Transkriptionsfaktoren

1996 zeigten Hentsch und Koautoren, dass die Expression von Hlx (H2.0-/ike homeo box) einem fiir
einen Homoobox-Transkriptionsfaktor kodierenden Gen, im Septum Transversum fir ein
normales Wachstum der Leber benétigt wird (Hentsch et al., 1996). Seine Zielgene sind allerdings
nicht bekannt und so kann auch keine Aussage dariiber getroffen werden, welche der proliferations-

stimulierenden Signale des mesenchymalen Gewebes davon betroffen sind.

Welche Transkriptionsfaktoren in den Hepatoblasten im Einzelnen fur die proliferativen bzw. anti-
apoptotischen Effekte wihrend der Wachstumsphase der Leber verantwortlich sind, ist nicht immer
klar. Gen-Knockout-Studien an Mausembryonen konnten ecine Beteiligung des nuclear factor
(NF)-xB Signalwegs am Schutz der durch tumor necrosis factor (TNF)-a vermittelten Apoptose
zeigen. Auch ein Einfluss der Proliferationsregulierung durch die Transkriptionsfaktoren Xbpl,
Foxmlb und Mechanismen, die durch den AP-1-Transkriptionsfaktor c-Jun vermittelt werden,

konnten identifiziert werden (zusammengefasst in: Zhao und Duncan, 2005).
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I2.6 Spate Stadien der Leberentwicklung

Vor dem 12. Tag der Embryonalentwicklung der Nagetiere bleiben die Hepatoblasten in einem
morphologisch undifferenzierten Stadium. Sie haben eine ungleichmiflige Form und nur einen
geringen Teil der Organellen, wie ihn differenzierte Hepatozyten besitzen (Luzzatto, 1981;
Medlock und Haar, 1983). Bei der Ratte verindern sie zwischen Tag 12 und Tag 18 ihr Ausschen
von einer cher linglichen zu einer sphirischen Form, um schlieflich kurz vor der Geburt an E20 ihre
finale polygonale Morphologie zu erhalten (Vassy et al., 1988). Dabei kommt es zu einer Zunahme
an rauhem Endoplasmatischen Retikulum und Strukturen des Golgi-Apparates um E12, wihrend
die Einlagerung von Glykogen und das Entstehen von Peroxisomen etwa ab dem 18. Tag der
Embryonalentwicklung zu beobachten sind (Luzzatto, 1981; Medlock und Haar, 1983). Viele
leberspezifische Enzyme werden erst relativ spat wihrend der Entwicklung gebildet, und auch nach
der Geburt kommt es noch zu einer Reifung der Hepatozyten und drastischen Verinderungen in
deren Expressionsmuster (Burch, 1963; Burch et al., 1963; Greengard, 1969; Greengard et al., 1972;
Nemeth, 1954; Panduro et al., 1987). Die Differenzierung zu Cholangiozyten beginnt in der Leber
der Maus um den 13. Tag der Embryonalentwicklung und fithrt bis zum 17. Tag zu individuell
unterscheidbaren Gallengingen (Clotman et al., 2002).

HNF-1
HNF-6~ ) b CHZ

Zilien
L >

Abbildung 4: Differenzierung der Hepatoblasten zu Cholangiozyten und Hepatozyten. Die Abbildung zeigt
bekannte Faktoren und Signalwege, die an der Entscheidung beteiligt sind, ob sich Hepatoblasten zu Hepato-
zyten oder zu Cholangiozyten entwickeln. Weiter Erlduterungen im Text. CHZ: Cholangiozyt; ECM: extrazellulare
Matrix; HB: Hepatoblast; HZ: Hepatozyt.

Welche Vorginge im Einzelnen dazu fithren, ob sich Hepatoblasten nun zu Hepatozyten oder

Cholangiozyten entwickeln, ist noch nicht ausreichend geklart. Allerdings sind inzwischen ver-
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schiedene Faktoren bekannt, die dabei eine Rolle spielen (Abbildung 4). Zudem lisst sich oft nicht
eindeutig zuordnen, inwieweit ein Faktor nun direkt an dieser Entscheidung beteiligt ist oder
lediglich einen Einfluss auf die spatere Ausdifferenzierung der beiden Linien hat, da viele Faktoren

in einem komplexen Netzwerk miteinander interagieren und dort mehr als eine Funktion besitzen.

I.2.6.1 Differenzierung der Hepatoblasten zu Cholangiozyten

Der Notch-Signalweg

Wie hiufig in der embryonalen Musterbildung spielt das Zusammenspiel zwischen Notch und
seinen Liganden eine entscheidende Rolle. Erste Anzeichen hierfir ergaben Studien an einer
seltenen Erbkrankheit, dem Alagille-Syndrom. Hierbei kommt es unter anderem zu schweren Ent-
wicklungsstorungen der Leber, welche mit einer stark reduzierten Bildung intrahepatischer Gallen-
gange einhergeht. Es konnte gezeigt werden, dass die Ursache fiir diese Krankheit auf Mutationen

im humanen J4G1-Gen zuriickzufithren ist (Oda et al., 1997; Li et al., 1997). Diese Ergebnisse
konnten in transgenen Miusen bestitigt werden, die doppelt heterozygot fir ein Jagl/-Null-Allel
und ein hypomorphes Nozch2-Allel sind und ebenfalls das Fehlen intrahepatischer Gallenginge auf-
weisen (McCright et al., 2002). Weitere Hinweise fiir eine Beteiligung von Notch und Jaggedl an
der Bildung von Cholangiozyten lieferten Expressionsanalysen von Jagl und verschiedenen Rezep-
toren der Notch-Familie in Lebern neugeborener Miuse bzw. in regenerierenden Mauslebern sowie
ihrer humanen Homologe in krankhaften, zirrhotischen Lebern (Loomes et al., 2002; Kohler et al.,
2004; Nijjar et al., 2002). Zudem konnte gezeigt werden, dass es durch eine konstitutive Aktivierung
des Notch2-Signalwegs in isolierten fetalen Hepatoblasten zu einer verstirkten Differenzierung zu
cholangiozytenihnlichen Zellen und einer verringerten Expression hepatozytenspezifischer Gene
kommt (Tanimizu und Miyajima, 2004). Die Hemmung des Signalwegs durch Notch2-spezifische
siRNA wiederum hatte den exakt gegenteiligen Effekt. Die Folge liegt hierbei méglicherweise in der
beobachteten Hochregulierung von HNF-1B (auch transcription factor 2, Tcf2 oder variant HNF-1,
vHNE-1) bzw. der Hemmung der Hnf-12, Hnf-4 und ¢/EBPa (CAAT enhancer binding protein
alpha)-Expression durch eine Aktivierung des Notch-Signalwegs. Genexpressionsanalysen zeigten

ebenfalls, dass es nach Stimulierung der bipotenten fetalen Leberzelllinie HBC-3 zur Differenzie-

rung in Gallenepithelzellen zu einer Aktivierung des Notch-Signalwegs kommt (Ader et al., 2006).
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Der Wnt/B-Catenin-Signalweg
Auch Faktoren, die auf den Wnt/B-Catenin-Signaltransduktionsweg einwirken, scheinen an der
Entscheidung beteiligt zu sein, in welche Richtung die Hepatoblasten differenzieren. So konnte

gezeigt werden, dass Wnt3A in ex vivo-Kulturen fetaler Lebern zu einer vermehrten Bildung von

Cholangiozyten fithrte, wihrend eine Reduzierung der Aktivitit in einer verminderten Expression
cholangiozytenspezifischer Marker resultierte (Hussain et al., 2004; Monga et al., 2003). Der
leberspezifische knockout von Ctnnbl in Mausen, welche die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle
des Albumin-Promotors exprimieren, zeigte allerdings keine Auffilligkeiten in der Leberarchitektur
(Sekine et al., 2006). Jedoch ist das vermutlich auf eine zu geringe Synthese der Cre-Rekombinase in
frithen Entwicklungsstadien zurtickzufithren, welche nicht fir einen vollstindigen 4nockout des

Gens in den Hepatoblasten ausreicht.

Der TGF-B-Signalweg

Die Rolle des TGF-B-Signalwegs ist sehr kompliziert. Eine Bestitigung fiir die Beteiligung von
Mitgliedern der TGF-B-Familie an der Ausdifferenzierung der Hepatoblasten zu Cholangiozyten
bringen Ergebnisse an der bipotenten fetalen Hepatozytenzelllinie HBC-3. Diese zeigt nach
Induktion der Differenzierung zu Cholangiozyten neben der Aktivierung des Notch-Signalwegs
(siche oben) zusitzlich eine verstirkte Expression von Genen, die an der Signaltransduktion durch
Mitglieder der TGF-B/BMP-Familie beteiligt sind (Ader et al., 2006). Auch konnte gezeigt werden,
dass es zu einer Aktivierung verschiedener durch TGF-B bzw. BMPs regulierter Gene kommt.
Darunter befand sich unter anderem HeylI (hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif'1) ein
Regulator des Notch-Signalwegs. TGF-B ist dabei moglicherweise fiir die Kompetenz der Zellen
verantwortlich, die Cholangiozytenlinie einzuschlagen. In einer durch die Synthese einer konstitutiv
aktiven Form von c-Met immortalisierten fetalen Leberzelllinie der Maus, die sowohl zur
Differenzierung zu reifen Hepatozyten als auch zu Cholangiozyten fihig ist, fihrt TGF-8 zur
Stabilisierung eines fibroblastenartigen, bipotenten Phinotyps und zu einer Dedifferenzierung
epithelialer Zellen, die mit einer reduzierten Hnf-4- und Hnf-Ia-Expression cinhergeht (Spagnoli et
al., 2000).

Untersuchungen an kultivierten fetalen Leber-Explantaten zeigten bei einer Unterbrechung des

TGF-p-Signalwegs in transgenen Miusen bzw. durch Inhibierung der Elf-Synthese mittels
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antisense-RNAs eine Reduktion der intrahepatischen Gallenginge und eine gestorte Expression von
Zytokeratin-Genen, die nicht linger auf die Gallenkanile beschrinkt war (Weinstein et al., 2001;

Mishraetal., 1999).

ECM

Auch Komponenten der ECM sind an der Differenzierung der Hepatoblasten zu Cholangiozyten
beteiligt. So fithrt die Kultivierung verschiedener bipotenter embryonaler Leberzelllinien der Maus
in Matrigel, einer 16slichen Priparation der Basalmembran, welche unter anderem Laminin,
Kollagen Typ IV und Heparansulfat enthilt, zu einer Induktion verschiedener cholangiozyten-
spezifischer Marker und der Bildung tubulirer Strukturen (Rogler, 1997; Spagnoli et al., 1998;
Strick-Marchand und Weiss, 2002).

Die Transkriptionsfaktoren HNF-13 und HNF-6
HNFEF-1f spielt ecine bedeutende Rolle bei der Differenzierung der Cholangiozyten bzw. der
Morphogenese der Gallenginge. Ein leberspezifischer knockout von Hnf-1f fihrt in Miusen zu

einem fast vollstindigen Fehlen kleiner intrahepatischer Gallenginge und zu starken Missbildungen
der vorhandenen Strukturen (Coffinier et al., 2002). Méglicherweise beruht der Defekt dabei auf
der gestorten Bildung von Zilien, einer Organelle, die eine grofie Rolle bei der Proliferation
tubuldrer Zellen spielt. Zumindest in der Niere wird HNF-1f namlich fir die Expression mehrerer
zilienassoziierter Gene benétigt (Gresh et al.,, 2004; Hiesberger et al., 2004). Ein vergleichbarer
Phinotyp entsteht auch bei Hrf-67"-Miusen (Clotman et al., 2002; auch one cut domain family

member 1, Onecutl). Hier fehlt jedoch zusitzlich die gesamte Gallenblase. Der Defekt beruht unter
anderem vermutlich auf der verminderten Hznf-1B-Expression in den Lebern dieser Mause, dessen

Promotor durch HNF-6 stimuliert werden kann.
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I12.6.2 Differenzierung der Hepatoblasten zu Hepatozyten und Entstehung der

Leberarchitektur

Der TGF-B-Signalweg
Neben den Einfliissen auf die Entstehung von Cholangiozyten scheint TGF-f auch die Reifung der
Hepatozyten und die Entstehung der korrekten Leberarchitektur zu beeinflussen (Abbildung 5).

HNF- 6<— HGF

EGF
TGF- B
/ \ Whnt/B-Catenin OSM <—— hidmatopoetische Zellen
Glucocorticoide
<~— Bl-Integrin

<——— Kuppfer'sche Sternzellen

Zell/Zell- bzw. Zell/Matrix-Kontakte <— HNF-4

Abbildung 5: Reifung der Hepatozyten und Entstehung der Leberarchitektur. Wihrend der Reifung der
Hepatozyten und der Entstehung der spateren Leberarchitektur kommt es zu einem komplexen Zusammenspiel
verschiedener Faktoren. Erlduterungen siehe Text. CHZ: Cholangiozyt; ETHZ: Endothelzelle; HZ: Hepatozyt;
OSM: Oncostatin M.

In Smad2'~/Smad3*~- bzw. Elf "-Miusen fihrt die Unterbrechung des TGF--Signalweg zu einer
Vergroflerung sinusoidaler Zwischenraume, und die Hepatoblasten sind in kleinen Clustern
angeordnet, anstatt geordnete Stringe zu bilden (Weinstein et al., 2001; Tang et al., 2003). Auch
kommt es in kultivierten Leber-Explananten in Folge einer Unterbrechung des TGF-f-Signalwegs
zu einer fehlenden morphologischen Reifung der Hepatozyten (Weinstein et al., 2001; Mishra et al.,
1999). Inwieweit hierbei allerdings Wechselwirkungen mit der gestorten Cholangiozytenbildung
bestehen (sieche oben), wire noch zu kliren. Die Ursache fiir die Defekte bei den

Smad2"~/Smad3* -transgenen Leber-Explantaten konnte dabei mit grofler Wahrscheinlichkeit auf

eine um 90 % reduzierte Expression des B1-Integrin-Gens und eine abnormale Prozessierung und
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Lokalisierung von E-Cadherin zuriickgefithrt werden. Interessanterweise konnte eine Zugabe von
HGEF, welches zur Induktion der Expression des Integrin-Gens in Hepatozyten fihig ist (Kawakami-
Kimura et al., 1997), den Phinotyp vollstindig retten. Auch fithrt TGF-B zu einer gesteigerten
Expression des Fibronektin-Gens in kultivierten fetalen Hepatozyten, welche mit einer ebenfalls
erhohten Expression hepatozytenspezifischer Gene, z.B. der Gene fiir Albumin und a-Fetoprotein,
einhergeht (Sanchez et al., 1995). Die Bedeutung von B1-Integrin fiir die Entwicklung der Leber

wird zusitzlich durch Knockout-Experimente deutlich, die zeigen, dass Irgh17~-ES-Zellen nicht in
der Lage sind, die Leber chimirer Miuse zu bevélkern (Fassler und Meyer, 1995). Alle anderen
Organe (mit Ausnahme der Milz) zeigten die Anwesenheit ltgh17~-Zellen.

HGF, EGF und der Wnt/B-Catenin-Signalweg

Neben seinem Einfluss auf die Proliferation der Hepatoblasten spielt HGF auch eine entscheidende
Rolle bei spiten Differenzierungsprozessen und der Entstechung der Leberarchitektur. So fithrt ein
Fehlen von HGF wihrend der Entwicklung nicht nur zu einer verkleinerten Leber, sondern auch zu
cinem Verlust der Integritit des Leberparenchyms (Schmidt et al., 1995). In Verbindung mit EGF
unterstiitzt es die Bildung einer lebertypischen Architektur in gemischten Kulturen aus
Hepatozyten und nicht parenchymalen Zellen (Michalopoulos et al., 1999; Michalopoulos et al.,
2001). HGF und EGF induzieren dabei die Expression von Hznf-6 sowie aller Mitglieder der
TGF-B-Familie (Michalopoulos et al., 2003; Abbildung 5). Da die Expression des EGF-Rezeptor-
Gens in Hepatoblasten moglicherweise tiber einen Wnt/B-Catenin-abhingigen Signalweg reguliert
wird (Tan et al., 2005), passt diese Beobachtung auch hervorragend zu den Ergebnissen iiber die
Funktion des Signalwegs bei der Weichenstellung zwischen Cholangiozyten und Hepatozyten
(siehe oben). Der durch die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des Albumin-Promotors erzielte
leberspezifische knockout von Ctnnbl fihrte trotz des mangelnden Einflusses auf die Architektur
der Leber zu einer fehlenden Expression hepatozytenspezifischer Gene (Sekine et al., 2006).

HGEF scheint somit ebenfalls ein Regulator der Bipotenz der Hepatoblasten zu sein. HGF fihrt zu
ciner Steigerung der ¢/EBP-Expression in isolierten fetalen Hepatozyten-Vorliufern (Suzuki et al.,
2003), also dem gegenteiligen Effekt, den die Aktivierung des Notch-Signalwegs bei der Differen-
zierung zu Cholangiozyten bewirkt (Tanimizu und Miyajima, 2004; Shiojiri et al., 2004) und for-

dert so eine Ausdifferenzierung der Hepatoblasten zu reifen Hepatozyten (Abbildungen 4 und 5).
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Glukokortikoide

Auch Glukokortikoide haben, neben ihrer Funktion in der Regulation der Expression
verschiedener, vor allem am Glukose- und Fettstoffwechsel in der Leber beteiligter Enzyme, einen
entscheidenden Einfluss auf die Differenzierung und die Entstechung der Leberarchitektur. So
konnte gezeigt werden, dass Dexamethason (DEX), ein synthetisches, nicht metabolisierbares

Kortikosteroid, die Differenzierung fetaler Rattenhepatozyten iz vitro stimulieren kann (Chou,

1988). Die Kompetenz, auf Dexamethason zu reagieren, ist abhangig vom Zeitpunkt der Isolierung
der Zellen und tritt bei der Ratte erst nach dem 13. Tag der Embryonalentwicklung auf (Shelly et al.,
1989). Zudem unterstiitzt es die durch HGF und EGF induzierte Bildung der lebertypischen
Architektur in gemischten Kulturen aus Hepatozyten und nicht-parenchymalen Zellen
(Michalopoulos et al., 2001). Dexamethason wird dabei fiir die Bildung reifer, histologisch
erkennbarer Hepatozyten benétigt, die sich eindeutig von den Gallenepithelzellen unterscheiden

lassen. Dexamethason fiihrt zu einer Induktion der ¢/EBPa-, Hnf-4- und Hnf-6-Expression in der

Kultur, alles Faktoren, die bei der Differenzierung zu reifen Hepatozyten bzw. Cholangiozyten eine
Rolle spielen (Michalopoulos et al., 2003). Auch die Infizierbarkeit einer humanen Hepatomzell-
linie durch Hepatitis B-Viren ist von ciner Kultivierung mit Glukokortikoiden abhingig (Gripon et
al., 2002). Erstaunlicherweise ist es zudem maéglich, pankreatische Zellen durch Dexamethason zu
ciner Transdifferenzierung zu hepatozytenihnlichen Zellen zu stimulieren (Tosh et al., 2002b; Tosh
et al., 2002a; Shen et al., 2003; Wang et al., 2005; Burke et al., 2006). Auch hier ist der Effekt

vermutlich auf eine Induktion der ¢/EBP- und Hnf-4-Expression zurtickzuftihren.

Der Einfluss hamatopoetischer Zellen

Zwischen dem 28- und dem 30-Somitenstadium (ca. E12) kommt es bei der Maus zu einer Ein-
wanderung himatopoetischer Zellen in die sich entwickelnde Leber, welche ab diesem Zeitpunke
zum Hauptort der fetalen Himatopoese wird (Houssaint, 1981). Versuche an Kulturen fetaler
muriner Leberzellen iz vitro zeigten, dass Oncostatin M (OSM), welches in der fetalen Leber von
hamatopoetischen Zellen sekretiert wird, fir die Expression spater Hepatozytenmarker und die
Speicherung von Glykogen essentiell ist (Kamiya et al., 1999). OSM scheint dabei fiir die Kompe-
tenz der Zellen benétigt zu werden, auf Glukokortikoide zu reagieren (siche oben). Bestitigt wurde

die Rolle von OSM iz vivo durch Versuche, die zeigten, dass Hepatozyten von gpl30~~-Miusen,
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denen die signalweiterleitende Komponente des OSM-Rezeptors fehlt, ebenfalls Defekte in der
Glykogenspeicherung zeigen. Ebenso scheinen direkte Wechselwirkungen mit den an der Innen-
wand der Leberkapillaren lokalisierten Kupffer'schen Sternzellen einen Einfluss auf den Differen-

zierungsprozess hepatischer Vorliuferzellen zu besitzen (Miura et al., 2003).

Die Rolle der Extrazellularen Matrix

Komponenten der ECM haben einen entscheidenden Einfluss auf die Morphologie, Organisation
und die Genexpression kultivierter Hepatozyten (Ben-Zc'ev et al., 1988; Caron, 1990; DiPersio et
al,, 1991; Sanchez et al., 2000). Dabei konnte gezeigt werden, dass bei H2.35-Zellen dieser Einfluss
durch cine Inhibierung der «3-Integrin-Synthese unterdriickt werden kann (Lora et al,, 1998). Die
Reifung in geringer Dichte kultivierter fetaler Leberzellen durch OSM fihrt ebenfalls nur in
Verbindung mit der Anwesenheit von ECM-Bestandteilen zur Expression von spiten Lebermarkern

wie z.B. dem Gen fiir die Tryptophan-2,3-dioxygenase (7do2, TO; Kamiya et al., 2002), und eine

Beschichtung der Zellkulturgefifle mit Typ I-Kollagen scheint fir die Differenzierung muriner

ES-Zellen zu Hepatozyten iz vitro eine nicht unerhebliche Rolle zu spielen (Hamazaki et al., 2001).

c/EBP

Eine Inhibierung der ¢/EBP-Aktivitit durch Transfektion eines mutierten, dominant-negativ
wirkenden ¢/EPB-Gens resultiert in kultivierten fetalen Hepatoblasten in einer Unfahigkeit der
Zellen, nach Stimulation zu reifen Hepatozyten zu differenzieren und fithrt zu einer — relativ
geschen — hoheren Expression cholangiozytenspezifischer Marker in der Kultur (Suzuki et al,
2003). Zusitzlich kommt es zu einer vermehrten Proliferation von Zellen und einer

Redifferenzierung Albumin-positiver Zellen, zu Zellen, die keine A/b-Expression mehr zeigten. Die
Rolle von ¢/EBP fir die Funktion der Hepatozyten konnte auch schon zuvor gezeigt werden. So
konnen ¢/EBPz”"-Miuse in ihren Lebern kein Glykogen speichern und der Fettstoffwechsel ist
gestort (Wang et al., 1995). Zusitzlich kommt es zu ciner verinderten Leberarchitektur und einer
Storung der Wachstumskontrolle der Hepatozyten nach der Geburt (Flodby et al, 1996;
Timchenko et al., 1997).
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Die Transkriptionsfaktoren der HNF-Familie

HNF-4 scheint eine ganz entscheidende Rolle bei der Differenzierung der Hepatozyten und der
Entstechung einer korrekten Leberarchitektur zu spielen. In einer dedifferenzierten Ratten-
Hepatomzelllinie fuhrt die ektopische Expression von Hnf-4 zu einer Wiederkehr der Expression
mehrerer hepatozytenspezifischer Gene (Spath und Weiss, 1997). In Embryonen, die kein HNF-4a
synthetisieren konnen, sind zwar die Spezifizierung und frithe Entwicklungsprozesse der Leber
scheinbar unbetroften, jedoch wird eine Reihe von Genen, welche fiir die Funktion der Hepatozyten
essentiell sind, in den El4-Lebern nicht exprimiert (Li et al., 2000). Erstaunlicherweise bindet
HNF-4o. an die regulatorischen Elemente von nahezu 50 % aller getesteten, in Hepatozyten
exprimierten Gene (Odom et al., 2004). Ein leberspezifischer knockout des Gens fithrt ebenfalls zum
Verlust der Expression eines Grofiteils hepatozytenspezifischer Gene und zudem zu ciner ver-
kleinerten Leber in der spiteren Embryonalentwicklung (Hayhurst et al., 2001; Parviz et al., 2003).
Des Weiteren waren die Hepatozyten nicht wie normalerweise in Epithelien organisiert. Es konnte
gezeigt werden, dass HNF-4« in der Leber die Expression einer Vielzahl von Genen reguliert, die an
der Bildung von Zell/Zell-Kontakten und Zell/Matrix-Kontakten wie tight junctions, Desmosomen
und Fokalkontakten beteiligt sind und so vermutlich fiir die Entstechung einer epthelialen Organisa-
tion der Hepatozyten eine entscheidende Rolle spielt (Battle et al., 2006). Unterstiitzt wird diese
These durch Experimente an einer Fibroblasten- und einer embryonalen Karzinomzelllinie, welche
durch eine erzwungene Expression von Hznf-42 zum Ubergang von einer mesenchymalen zu einer
epithelialen Morphologie gebracht werden konnen (Parviz et al,, 2003; Chiba et al,, 2003). Auch
hierbei kommt es zu einer Induktion von Genen, die an der Bildung von Zell/Zell-Kontakten
beteiligt sind. Zudem ist HNF-4 in der Lage, die Expression von Hznf I« zu stimulieren (Kuo et al.,
1992).

HNEF-1a bindet an die regulatorischen Elemente einer Vielzahl leberspezifischer Gene und ist oft
von bedeutender Funktion fiir deren Expression und Zellspezifitit (Courtois et al., 1987; Hardon et
al., 1988; Vaulont et al., 1989; Tronche et al., 1989; Lichtsteiner und Schibler, 1989; T'sutsumi et al.,
1989). Hnf-1o~~-Miuse zeigen eine vergroflerte Leber (Pontoglio et al., 1996). In diesen Mausen ist
eine veranderte Expression leberspezifischer Gene zu beobachten. So ist zum Beispiel die Expression
der Gene fur Albumin sowie fir a-1-Antitrypsin reduziert und die Transkription von Pah, das fir

cine Phenylalanin-Hydrolase kodiert, unterbrochen. HNF-1a scheint fiir eine Demethylierung und
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einen Umbau der Chromatinstruktur im Bereich des Pah-Promotors benétigt zu werden (Pontoglio
et al., 1997). HNF-3f und HNF-3y scheinen keinen entscheidenden Einfluss auf die spiten
Differenzierungsprozesse zu haben. Sie sind beide aber ebenfalls an der Expressionsregulierung

verschiedener leberspezifischer Gene beteiligt (Kaestner et al., 1998; Rausa et al., 2000).

Dies zeigt, dass die Entwicklung von Organen ein komplexer Vorgang ist, bei dem Signale und
Interaktionen zwischen einer Reihe von unterschiedlichen Zellen und Geweben notwendig sind, die
wiederum zur Expression einer ganzen Kaskade verschiedener Transkriptionsfaktoren fihren.
Durch die Komplexitit der Vorginge werden Untersuchungen erschwert, die weitere Einsichten in
die einzelnen Vorginge wihrend der Differenzierung der Zellen ermdéglichen konnten. In den
letzten Jahren entwickelte sich dabei ein neuer Untersuchungsansatz, der sich die Fahigkeit von
ES-Zellen zu Nutze macht, iz vitro in Zellen aller drei Keimblitter zu differenzieren. Die % vitro-
Kultur von ES-Zellen bietet ein leicht zugingliches System, an dem der Einfluss verschiedenster
externer Faktoren und genetischer Modifikationen mit einem relativ geringen experimentellen

Aufwand durchgefihrt werden kann und das auf den Einsatz von Tierexperimenten verzichtet.

I3 Embryonale Stammzellen der Maus

Die Gewinnung pluripotenter embryonaler Stammzellen der Maus gelang erstmals 1981 durch
Isolierung aus der inneren Zellmasse (ICM) sich entwickelnder Blastozysten (Evans und Kaufman,
1981; Martin, 1981). Um die Zellen in ihrem undifferenzierten Zustand zu halten erfolgte die
Kultivierung urspriinglich auf mitotisch inaktivierten Fibroblasten, so genannten feeder cells oder
Ammenzellen, in serumhaltigem Medium. Die Notwendigkeit der Ammenzellen konnte alsbald
durch die Verwendung von durch BRL-Zellen (buffalo rat liver cells) konditioniertem Medium
umgangen werden (Smith und Hooper, 1987). Der dabei fir die Erhaltung der Pluripotenz
verantwortliche Faktor wurde als lenkemia inhibitory factor (LIF) identifiziert, einem Mitglied der

Interleukin-6-Familie. Dieser ermdglicht nun eine standardmiflige Kultivierung muriner ES-Zellen

ohne Ammenzellen (Smith et al., 1988; Williams et al., 1988; Pease und Williams, 1990).
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Abbildung 6: Pluripotenz und Selbsterneuerung in murinen ES-Zellen. Verschiedene Signalwege spielen bei
der Selbsterneuerung pluripotenter ES-Zellen der Maus eine Rolle. Dabei kommt es zu zahlreichen
Wechselwirkungen zwischen den Komponenten der einzelnen Wege, die schlieRlich ein fein reguliertes Netzwerk
bilden. Erlduterungen siehe Text.

Dabei kommt es zu einem komplexen Zusammenspiel mehrerer Signalwege (Abbildung 6A). Die
Bindung von LIF an seinen Rezeptor (LIFRB) fithrt zu dessen Dimerisierung mit gp130 und so zur
Aktivierung, Dimerisierung und Kernlokalisation von signal transducers and activators of
transcription (Stat)3 (Zhang et al., 1997; Niwa et al., 1998; Matsuda et al., 1999). Die Aktivierung
von Stat3 ist dabei ausreichend fur eine LIF-unabhingige Kultivierung der ES-Zellen in ihrem

undifferenzierten Zustand (Matsuda et al., 1999). Der Effekt von Stat3 beruht vermutlich auf der
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Induktion der Expression von c-myc (Cartwright et al., 2005). Auch Phosphatidylinositol-3-Kinase
(PI3K) wird durch die Rezeptordimerisierung aktiviert (Paling et al., 2004). Eine Inhibierung von
PI3K fithrt zu einer verminderten Fihigkeit der ES-Zellen zur Selbsterneuerung, welche mit einer
Phosphorylierung von Akt (auch Proteinkinase B, PKB) und Glykogensynthasekinase (GSK)-3
sowic ciner erhohten Aktivierung von extracellular signal-regulated protein kinase (ERK) einhergeht.
Eine Stimulierung des mitogen activated protein (MAP)-Kinase-Signalwegs hat ecinen differen-
zierungsinduzierenden Effekt (Cheng et al., 1998; Burdon et al,, 1999). Verdeutlicht werden konnte
die Rolle der PI3K zudem durch Versuche, die zeigten, dass eine konstitutiv aktive Form von Akt
die Pluripotenz kultivierter ES-Zellen auch in der Abwesenheit von LIF erhalten kann (Watanabe et
al., 2006).

Inwieweit die ebenfalls beobachtete Stimulierung des MAP-Kinase-Signalwegs durch LIF (Matsuda
et al,, 1999) in dieses Konzept passt, ist noch zu kliren. Vermutlich beruht die Erhaltung der Pluri-
potenz auf einem sensiblen Gleichgewicht der verschiedenen Signalwege. Die Zellen bleiben somit
in der Lage, auf feine Unterschiede in deren Aktivitit zu reagieren und in den Differenzierungs-
prozess einzutreten.

Auch Mitglieder der Src-Familie der Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen (SFK) werden durch LIF und
gp130 reguliert und sind fur die Selbsterneuerung oder Differenzierung von ES-Zellen wichtig
(Ernst et al., 1994; Ernst et al,, 1996; Anneren et al., 2004; Meyn, III et al., 2005).

LIF bzw. die Aktivierung von Stat3 ist jedoch nicht in der Lage, die Pluripotenz humaner ES-Zellen
zu erhalten (Thomson et al., 1998; Humphrey et al., 2004). Neuere Entdeckungen lassen vermuten,
dass bei Siugetieren der Wnt/B-Catenin-Signalweg hauptsichlich fir die Selbsterneuerung pluri-
potenter Zellen des frithen Embryos — und damit auch isolierter ES-Zellen — verantwortlich ist
(Abbildung 6B) und die iiber LIF vermittelten Signale nur eine Adaptation der Mauszellen sind,
welche die Pluripotenz wihrend der Diapause erhalten (Nichols et al., 2001; Sato et al., 2004; Feng
etal., 2004).

Versucht man murine ES-Zellen ohne Feeder-Zellen bei geringer Dichte unter serumfreien

Bedingungen zu kultivieren — z.B. bei der klonalen Expansion einzelner Zellen — differenzieren diese
zu neuronalen Zellen. Diese Serumabhingigkeit kann durch Zugabe von BMPs zum Medium ersetzt
werden (Ying et al., 2003). BMPs fithren dabei zu einer Induktion der Synthese von Id-Proteinen

(inhibitor of differentiation), die offensichtlich eine Differenzierung zu neuronalen Zellen
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verhindern (Ying et al., 2003) und in LIF-freiem Medium so die Differenzierung zu Zellen
mesodermalen Ursprungs unterstiitzt (Johansson und Wiles, 1995; Wiles und Johansson, 1999;
Abbildung 6C). Es konnte gezeigt werden, dass BMP-4 in ES-Zellen zusitzlich zu einer zumindest
temporiren Inhibierung des MAP-Kinase-Signalwegs fithrt (Qi et al., 2004).

Zwei Transkriptionsfaktoren sind entscheidend an der Aufrechterhaltung der Pluripotenz in
ES-Zellen beteiligt (Abbildung 6D): Der POU-Transkriptionsfaktor Oct-3/4, das Produkt des
PouSf1-Gens (POU domain, class S, transcription factor 1), wird ausschlieflich in undifferenzierten,
totipotenten und pluripotenten Zellen der Maus exprimiert und beschrinke sich somit wihrend der
Differenzierung auf die Zellen der Keimbahn (Pesce et al., 1998; Yeom et al, 1996). Auch
kultivierte undifferenzierte ES-Zellen exprimieren PouSf1 (Scholer et al., 1989). Oct-3/4 wird in

vitro fur die Aufrechterhaltung der Pluripotenz benétigt, ist jedoch nicht ausreichend, und eine
cktopische Expression ersetzt nicht die Anwesenheit von LIF in feeder-freien Kulturen von

ES-Zellen (Niwa et al., 2000). Dabei ist nicht nur das Vorhandensein, sondern auch die Menge an
Oct-3/4 entscheidend, da eine Uberexpression des Gens ebenfalls zur Differenzierung der Zellen

fuhrt. PouSf1 ist kein Stat3-reguliertes Gen und seine Expression wird somit auch nicht direkt durch

LIF reguliert. Welche Faktoren seine Expression in undifferenzierten Zellen aktivieren, ist noch
nicht bekannt. Dass Oct-3/4 auch bei der Etablierung der Pluripotenz der Zellen der ICM eine

entscheidende Rolle spielt, zeigten Experimente an PoxSf17~-Embryonen (Nichols et al., 1998).

Welche Gene von Oct-3/4 aktiviert bzw. reprimiert werden, ist bis dato allerdings kaum bekannt.
Verschiedene Studien identifizierten mehrere mogliche Kandidaten, darunter das Gen des ECM-

Proteins Osteopontin (Sppl), Rex-1, Fgf-4, Handl (heart and neural crest derivatives expressed 1)
und Fbx15 (F-Box-Protein 15), welche zumindest teilweise auch abhingig von einer Interaktion von
Oct-3/4 mit Sox2 (SRY-related high-mobility group-box protein 2) sind (Du et al., 2001; Saijoh et al.,

1996; Yuan et al., 1995; Ben-Shushan et al., 1998; Tokuzawa et al., 2003).

Nanog, benannt nach der Insel der ewig Jungen , Tir nan Og* aus der keltischen Mythologie, erhile
bei Uberexpression in ES-Zellen, zumindest fiir einen begrenzten Zeitraum, deren Pluripotenz in
Abwesenheit der Aktivierung von Stat3 und Signalen durch BMPs (Chambers et al., 2003; Mitsui et

al., 2003; Ying et al., 2003). Die Expression von Nanog wird moglicherweise unter anderem durch

Stat3 aktiviert und inhibiert die durch BMPs induzierte Differenzierung embryonaler Stammzellen
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in Richtung mesodermaler Zellen (Pan et al., 2006). Seine Funktion ist allerdings abhingig von der
Expression von PouSf1 (Chambers et al., 2003). Dabei scheint es zu einer negativen Riickkopplungs-
schleife zwischen Oct-3/4, Nanog und einem weiteren Transkriptionsfaktor, Foxd3, zu kommen,
die deren Expressionsniveaus in undifferenzierten ES-Zellen erhilt (Pan et al., 2006).

Neben PouSfl und Nanog exprimieren ES-Zellen weitere Gene, die eine Identifizierung pluri-
potenter Zellen in der Kultur ermdglichen. So sind sie positiv fiir das ebenfalls von embryonalen
Karzinomzellen und Zellen der ICM exponierte Antigen stage specific embryonic antigen (SSEA)-1
(Solter und Knowles, 1978; Martin, 1981) und zeigen eine hohe Alkalische Phosphatase-Aktivitit,
die bei Differenzierung der Zellen verloren geht (Wobus et al., 1984; Pease et al., 1990).

Werden ES-Zellen tiber eine Blastozystenintegration oder Morulaaggregation in normale Embryo-
nen reintegriert, beteiligen sich diese an der Bildung und Entwicklung aller Gewebe und Organe des
chimiren Tiers, einschlieflich der Keimbahn (Bradley et al., 1984; Wood et al., 1993). Eine der

faszinierendsten Eigenschaften der ES-Zellen ist jedoch ihre Fihigkeit, auch iz vitro in eine ganze

Reihe reifer somatischer Zelltypen zu differenzieren.

I4 Differenzierung embryonaler Stammzellen in vitro

Die in vitro-Differenzierung embryonaler Stammzellen erfolgt in der Regel durch den Entzug von
LIF und/oder Feeder-Zellen in serumhaltigem Medium und die Generierung dreidimensionaler,
spharischer Strukturen, so genannten embryoid bodies (EBs). Die Generierung der EBs erfolgt dabei
entweder durch Kultivierung der Zellen in Suspensionskultur bei hoher Zelldichte (Doetschman et
al., 1985), in so genannten hanging drops (Wobus et al., 1991), oder in Methylzellulose-haltigem
Medium (Wiles und Keller, 1991). In diesen Strukturen laufen Differenzierungsprozesse ab, die
denen der frithen Embryonalentwicklung dhneln, und es entstehen Derivate aller drei Keimblatter
(Doetschman et al., 1985; Abe et al., 1996; Leahy et al., 1999). Anschliefend werden die EBs wieder
unter adhirenten Bedingungen kultiviert, wobei verschiedenste spezialisierte Zelltypen auftreten.
Dabei wird hiufig versucht, durch die Zugabe von spezifischen Faktoren oder die Kultivierung in
Selektivmedien eine bevorzugte Differenzierungsrichtung oder eine Anreicherung des gewtinschten
Zelltyps zu erreichen. Auf diese Weise gelang inzwischen die Generierung einer Vielzahl mehr oder

weniger funktionaler Zelltypen wie Kardiomyozyten, neuronale Zellen, himatopoetische Zellen,
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Insulin-produzierende pankreatische Zellen (Inselzellen), Hepatozyten und Keimzellen (jeweils
zusammengefasst in: Kumar et al., 2005; Cazillis et al., 2006; Olsen et al., 2006; Soria et al., 2005;
Lavon und Benvenisty, 2005; Baughman und Geijsen, 2005).

Die Methode der Differenzierung tiber EBs in serumhaltigem Medium hat dabei allerdings zwei
entscheidende Nachteile: Zum einen beinhaltet das Serum eine Reihe nicht eindeutig identifizierter
Faktoren, die zudem von Charge zu Charge teilweise stark differieren. Diese konnen die Identi-
fizierung und Charakterisierung spezifischer Differenzierungsfaktoren oft verfilschen und somit
erschweren. Zum anderen entstechen dabei eine ganze Reihe unterschiedlicher Zelltypen, die
miteinander in Wechselwirkung treten und das System damit enorm komplex werden lassen. Eine
Abhilfe schaffen hier Differenzierungsprotokolle in chemisch definiertem Medium bzw. Systeme,
die eine direkte Differenzierung der ES-Zellen in Monolayer-Kulturen erlauben. Zur gezielten
Etablierung solcher Protokolle ist allerdings eine detaillierte Kenntnis der zugrunde liegenden
Entwicklungsvorginge erforderlich. Inzwischen wurden verschiedene Differenzierungsprotokolle
veréffentlicht, die ohne die Bildung von EBs auskommen. So gelang die Differenzierung von ES-
Zellen zu hiamatopoetischen Zellen durch die Kultivierung auf OP9-Zellen, einer murinen
Bindegewebszelllinie (Nakano et al., 1994). Auch hier kommt es jedoch zu nicht klar definierten
Wechselwirkungen, die eine Untersuchung des Differenzierungsprozesses erschweren. Ein weiterer
Schritt in Richtung klar definierter Differenzierungsbedingungen ist die Induktion bzw. Steuerung
der Differenzierung durch extrazellulire Matrices. So ermdéglicht die Kultivierung von ES-Zellen auf
Typ IV-Kollagen ebenfalls cine Generierung himatopoetischer und endothelialer Zellen (Nishikawa
et al,, 1998). Auch die Differenzierung zu Keratinozyten kann ohne den Schritt der EB-Bildung
erzielt werden, wenn diese auf einer von Fibroblasten sezernierten ECM stattfindet (Coraux et al.,
2003). Die Kultivierung auf Komponenten der extrazelluliren Matrix aus Amnionhaut wiederum
scheint cine Differenzierung zu neuronalen Zellen zu férdern (Ueno et al.,, 2006). Selbst weibliche
Keimzellen kénnen ohne den Zwischenschritt der EB-Generierung aus ES-Zellen entstehen, jedoch
kommt es auch bei diesem Protokoll zu einer Bildung vielzelliger Aggregate (Hubner et al., 2003).
Im Jahr 2005 gelang erstmals durch die gezielte Zugabe von Faktoren zum Medium auch die
Generierung von hepatozytenihnlichen Zellen in Monolayer-Kultur (Teratani et al., 2005). Zu

erwihnen ist allerdings, dass keines der oben beschriebenen Protokolle zu einer exklusiven Differen-
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zierung der ES-Zellen zu dem gewiinschten Zelltyp fithrt und somit auch hier Wechselwirkungen
zwischen den verschiedenen Zellen eine Rolle spielen kénnen.

Der bis heute unter den am besten definierten Bedingungen ablaufende Prozess ist jedoch die
Generierung neuronaler Zellen, da diese auch in einem vollstindig chemisch definierten Medium in
Abwesenheit von Serum und unabhingig von der Anwesenheit weiterer Stimuli ablaufen kann

(Tropepe et al., 2001; Ying et al., 2003).

I.41 Die Differenzierung embryonaler Stammzellen zu Hepatozyten in vitro

Hamazaki und Koautoren veroffentlichten im Jahr 2001 erstmals die Generierung von Hepatozyten

durch in vitro-Differenzierung embryonaler Stammzellen der Maus (Hamazaki et al., 2001;

Abbildung 7).
Wachstum Auslegen auf
Trypsinieren ohne LIF kollagenisierten Platten ~ Zugabe externer Faktoren
\ i, e o )

. . FGF-1 HGF OSM

ES-Zellen embryoid bodies DEX

TS

Tag O Tag5 Tag9-12 Tagl2-18 Tagl5-18

Abbildung 7: Differenzierungsprotokoll nach Hamazaki et al. 2001. Die Differenzierung erfolgt zuerst spontan
tber die Bildung von embryoid bodies und anschliefend unterstiitzt durch die Gabe externer Faktoren auf
kollagenisierten Platten. ITS: Insulin, Transferrin und Selensaure.

Die ersten Schritte der Differenzierung erfolgten dabei spontan durch den Entzug von LIF und die
Generierung von EBs. Anschliefend wurden die EBs auf kollagenisierten Platten ausgelegt, um die
Situation der frithen Hepatoblasten nachzuahmen, welche in das Septum Transversum einwandern.
Durch die Zugabe von FGF-1 wurde versucht, die induktive Eigenschaft des prikardialen
Mesoderms zu ersetzen und so eine Spezifizierung entodermaler Zellen entlang der hepatischen
Linie zu erzielen. Anschliefend wurde dem Medium HGF zugesetzt, um eine Proliferation der
Hepatoblasten zu unterstiitzen. Die Zugabe von Dexamethason, OSM und einer Mischung aus
Insulin, Transferrin und Selensiure (ITS) sollte zu eciner weiteren Differenzierung der
Hepatoblasten zu reifen Hepatozyten fihren. Auf diese Weise gelang ihnen der Nachweis der

Expression einer Reihe von Markergenen, welche fur die unterschiedlichen Differenzierungsstadien
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wihrend der Entwicklung der Hepatozyten charakteristisch sind. Darunter waren Gene wie die fur
Glukose-6-Phosphatase (G6Pase, G6P) und Tyrosinaminotransferase (TAT), die erst spit wihrend
der Entwicklung der Leber exprimiert werden (Pan et al., 1998; Panduro et al., 1987). Dabei
schienen vor allem die spiten Faktoren fiir die Generierung reifer Hepatozyten notwendig zu sein,
wihrend die frithen Differenzierungsvorginge scheinbar auch ohne die Zugabe externer Faktoren
ablaufen konnten (Hamazaki et al, 2001). Kollagen unterstiitzte die Differenzierung, war aber
ebenfalls nicht notwendig,

Seither wurde in den letzten Jahren eine Reihe von Publikationen veroffentlicht, welche die
Generierung mehr oder weniger reifer Hepatozyten aus ES-Zellen der Maus bzw. der Ratte tiber den
Schritt der EB-Bildung beschreiben (Jones et al., 2002; Yamada et al., 2002; Miyashita et al., 2002;
Chinzei et al., 2002; Ishizaka et al., 2002; Kuai et al., 2003; Kanda et al., 2003; Hu et al., 2003; Kania
et al, 2003; Hu et al, 2004; Asahina et al., 2004; Kania et al., 2004; Jochheim et al., 2004;
Shirahashi et al., 2004; Imamura et al., 2004; Kubo et al., 2004; Choi et al., 2005; Kumashiro et al.,
2005; Teramoto et al., 2005; Ogawa et al., 2005; Kulkarni und Khanna, 2006).

Dabei wurden neben den schon oben erwihnten Faktoren ebenfalls FGF-2 (Ishizaka et al., 2002;
Kanda et al., 2003), BMP-2 und BMP-4 (Kulkarni und Khanna, 2006), Ascorbinsiure und
Nikotinamid (Ishizaka et al., 2002), all-t7ans-Retinsiure (RS) und B-NGF (Kuai et al.,, 2003) sowie
TGF und AFP (Hu et al., 2004) verwendet, um eine Differenzierung der ES-Zellen zu Hepatozyten
zu unterstiitzen. Zudem scheinen ein zeitlich begrenzter Serumentzug und die Zugabe von
Activin A die Entstehung entodermaler Zellen in EBs zu fordern und so zu einer gesteigerten
Differenzierung entlang der hepatischen Linie zu fithren (Kubo et al., 2004). Der Einsatz externer
Faktoren ist allerdings nicht unbedingt fiir die Generierung von Hepatozyten notwendig, da auch
ohne ihre Zugabe die Expression spiter Markergene erzielt werden kann (Yamada et al., 2002;
Miyashita et al., 2002; Asahina et al., 2004; Hu et al., 2004; Kumashiro et al., 2005; Ogawa et al,,
2005). Dabei kommt es in den differenzierenden EBs zu einer endogenen Synthese notwendiger
Faktoren wie z.B. FGF-1 und HGF. Die externe Zugabe induziert die Expression leberspezifischer
Gene lediglich zu einem fritheren Zeitpunke (Ogawa et al., 2005; Hu et al., 2004). FGF-1 wird

vermutlich, wie auch iz vivo, von in den Kulturen entstehenden Kardiomyozyten gebildet, deren

Auftreten einen entscheidenden Einfluss auf die Differenzierung zu hepatozytenihnlichen Zellen

hat (Ogawa et al., 2005). Auch weitere, fiir die Organogenese der Leber und die Differenzierung der
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Hepatozyten beschriebene essentielle Wechselwirkungen scheinen in den EBs stattzufinden und bei
der Differenzierung eine entscheidende Rolle zu spielen. So konnte gezeigt werden, dass parallel zu
den Hepatozyten auch endotheliale Strukturen entstehen und diese essentiell fiir die Bildung der
Hepatozyten sind (Ogawa et al., 2005).

Ein weiterer Ansatz, um eine effiziente Differenzierung der ES-Zellen entlang der hepatischen Linie
zu erzielen, ist die Uberexpression von Transkriptionsfaktoren, welche fur die Differenzierung der

Hepatozyten iz vivo eine Rolle spielen. So hat die Expression von Hznf-38 in ES-Zellen einen

positiven Einfluss auf die Generierung von Hepatozyten in verschiedenen 7z wvitro-Differen-

zierungsprotokollen (Ishizaka et al., 2002; Kanda et al., 2003). Auch wurde versucht, die EBs auf mit
Kollagen beschichteten dreidimensionalen Tragerstrukturen zu kultivieren, was die Bildung
lebertypischer, strangihnlicher Strukturen der Hepatozyten unterstiitzte (Imamura et al., 2004).
Drei Publikationen beschreiben bis dato die Generierung hepatischer Zellen aus murinen ES-Zellen
ohne den Zwischenschritt der EB-Bildung. In einem Fall erfolgte die Kultivierung der ES-Zellen
zusammen mit embryonalem kardialem Mesoderm (Fair et al., 2003). Im zweiten Fall wurde zuerst
die Entstehung von entodermalen Vorlauferzellen durch Gabe von RS induziert und anschliefend
durch eine Mischung aus FGF-1, FGF-4, und HGF ecine Spezifizierung der Zellen entlang der
hepatischen Linie erreicht (Teratani et al., 2005; Yamamoto et al., 2005). Diese Zellen konnten
anschlieflend durch Kultivierung auf Kollagen-beschichteten Platten und die Gabe von OSM weiter
differenziert werden und zeigten schliefllich eine Reihe von Merkmalen, wie sie fur reife Hepato-
zyten typisch sind. Die dritte Veroffentlichung beschreibt die Generierung hepatozytenihnlicher
Zellen durch eine viertigige Behandlung mit Dimethylsulfoxid (DMSO) und anschliefender Gabe
von Natriumbutyrat (Sharma et al., 2006). Dabei kommt es zum Absterben eines erheblichen Teils
der Zellen, und der Rest der Zellen zeigt verschiedene hepatozytenspezifische Marker.

Ein entscheidendes Problem stellt bei alledem die Identifizierung und die Charakterisierung des
Differenzierungszustands der erzeugten Zellen dar. Diese erfolgt in der Regel durch Expressions-

analysen leber- und entwicklungsstadienspezifischer Gene wie 77 (Transtyretin), Afp
(a-Fetoprotein), Aat (a-1-Antitrypsin) und Hnf-3f als frithe Marker und A/b (Albumin), G6p
(Glukose-6-Phosphatase), Tat (Tyrosinaminotransferase), 7do2 (Tryptophan-2,3-dioxygenase),
Pepck  (Phosphoenolpyruvat-Karboxykinase), verschiedene Zytokeratine und Mitglieder der

Zytochrom P450-Familie als mittlere bzw. spate Marker. Problematisch ist dabei jedoch, dass eine
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Reihe dieser Marker nicht ausschliefSlich in Hepatozyten, sondern auch in anderen Geweben und
Zelltypen exprimiert wird, wenn auch oft in deutlich geringerem Mafle. Eine Ausnahme spielt hier
vielleicht Cyp7A41, welches scheinbar exklusiv in Hepatozyten exprimiert wird (Asahina et al., 2004).
Einen besseren Weg stellen méglicherweise funktionale Assays dar, wie die Synthese von Harnstoff
(Chinzei et al., 2002; Ishizaka et al., 2002; Hu et al., 2004; Shirahashi et al., 2004; Kumashiro et al.,
2005) oder die Fihigkeit, Indocyanin-Griin aufzunchmen (Yamada et al., 2002; Kanda et al., 2003).
Dabei handelt es sich um ein organisches Anion, das ausschliellich von Hepatozyten aufgenommen
wird.

Als entscheidend wird oft angesehen, ob die Zellen 77 vivo die Leber bevolkern und die Funktionen
von Hepatozyten tibernehmen konnen. Verschiedene Gruppen transplantierten deshalb ihre mehr
oder weniger reifen hepatozytenihnlichen Zellen in Maiuse, die meist zuvor durch teilweise
Hepatektomie oder leberschidigende Chemikalien vorbehandelt wurden (Yamada et al., 2002;
Chinzei et al., 2002; Imamura et al., 2004; Fair et al., 2005; Teramoto et al., 2005; Teratani et al.,
2005). Dabei wurde eine Ansiedlung von Zellen in der Leber beobachtet, welche eindeutig von den
differenzierten ES-Zellen abstammten und einen hepatozytentypischen Phianotyp aufwiesen. Auch
konnte gezeigt werden, dass diese iz vitro generierten Zellen die Uberlebensdauer von Miusen in
einem chemisch induzierten Modell der Leberzirrhose (Teratani et al., 2005) bzw. Faktor IX-
defizienten Miusen (Fair et al., 2005) verlingern kénnen. Die Aussagekraft dieser Experimente wird
jedoch durch Versuche in Frage gestellt, die zeigten, dass auch in die zuvor geschidigte Leber
injizierte undifferenzierte ES-Zellen einen hepatischen Phinotyp annehmen (Teratani et al., 2005).
Was den tatsichlichen Differenzierungszustand der durch die Differenzierung von ES-Zellen
generierten Hepatozyten betrifft, zeigten Studien, welche die Genexpression der Zellen mittels
Mikroarrays (Jochheim et al., 2004), den Metabolismus von Testosteron durch Mitglieder der
Zytochrom P450-Familie (Tsutsui et al., 2006) oder den Energiestoffwechsel (Sharma et al., 2006)
untersuchten, einen Phinotyp, der cher fetalen als adulten Hepatozyten entspricht.

Auch die Entstechung hepatozytenihnlicher Zellen aus humanen ES-Zellen iz vitro konnte
inzwischen mehrfach gezeigt werden. Diese erfolgte tiber die Generierung von EBs entweder
spontan (Lavon et al., 2004) oder aber unterstiitzt durch die Gabe von verschiedenen Faktoren wie
Insulin und Dexamethason (Shirahashi et al., 2004) bzw. FGF-4 und HGF (Schwartz et al., 2005)

auf Typ [-Kollagen beschichteten Platten und Activin A bzw. insulin-like growth factor (IGF) in
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beschichteten, dreidimensionalen Trigerpolymergeriisten (Levenberg et al., 2003). Auch durch die

Zugabe von Natriumbutyrat — sowohl zu EBs als auch in Monolayer-Kultur — konnten Zellen

erzeugt werden, die einen hepatozytenihnlichen Phinotyp aufwiesen (Rambhatla et al., 2003).

Is Zielsetzung der Arbeit

Die in vitro-Diffterenzierung muriner ES-Zellen stellt ein neues und viel versprechendes System dar,
die komplizierten Vorginge wihrend der Embryonalentwicklung der Siugetiere, und damit nicht
zuletzt des Menschen, besser verstehen zu lernen. Die Vorteile dieser Methode liegen in der
Maglichkeit, auf Tierexperimente verzichten und aufgrund der leichten Zuginglichkeit des Systems,
Ergebnisse schnell auf ihre Relevanz hin tiberpriifen zu konnen. Die Veroffentlichung mehrerer
Protokolle, welche die Generierung hepatozytenihnlicher Zellen aus murinen ES-Zellen be-
schreiben, eroffnet dabei nun auch die Méglichkeit, die Organogenese der Leber in diesem System
genauer zu untersuchen. Dies kann zum einen durch die Untersuchung des Einflusses externer
Faktoren auf den Differenzierungsprozess geschehen, zum anderen besteht die Moglichkeit,
differentielle Genexpressionsstudien durchzufiihren, um neue Gene zu identifizieren, die an der
Entwicklung der Hepatozyten beteiligt sind. Da alle bis dato beschriebenen Protokolle jedoch in
einem Gemisch einer Vielzahl verschiedener Zelltypen resultieren, bedarf es Methoden, welche die
Identifizierung und Isolierung moglichst reiner Populationen vitaler Vorlauferzellen der unter-
schiedlichen Entwicklungsstadien erméglichen. Leider besitzen aber weder reife Hepatozyten noch
ihre Vorlduferzellen spezifische Oberflichenmarker, die eine Isolierung mittels FACS (fuorescence
activated cell sorting) ohne weiteres ermoglichen. Eine Abhilfe konnten ES-Zelllinien schaffen,
welche die Fihigkeit besitzen, einen Selektionsmarker unter der Kontrolle zell- und entwicklungs-
spezifischer Promotoren zu exprimieren. Als Marker konnten dabei Gene dienen, die fir
Antibiotikaresistenzen oder fir Fluoreszenzproteine kodieren. Letztere haben den Vorteil, dass mit
ihrer Hilfe nicht nur eine Isolierung entsprechender Zellen moglich wire, sondern auch eine
qualitative und quantitative Untersuchung des Differenzierungsprozesses und des Einflusses
etwaiger Faktoren erfolgen konnte. Diese Analysemethode hat gegentiber anderen Methoden, wie
etwa der indirekten Immunfluoreszenzmikroskopie oder der RT-PCR (an eine reverse

Transkription gekoppelte Polymerase-Kettenreaktion), entscheidende Vorteile. Die indirekee
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Immunfluoreszenzmikroskopie lisst zwar eine Aussage tiber den Anteil an positiven Zellen zu, eine
Quantifizierung der Genexpression in einzelnen Zellen ist jedoch nur schwer méglich. Die RT-PCR
hingegen ldsst zwar eine Quantifizierung zu, gibt jedoch keinen Aufschluss, ob eine gesteigerte Gen-
expression durch eine Zunahme an exprimierenden Zellen in der Kultur oder durch eine erhohte
Expression in einer konstant gebliebenen Anzahl an Zellen verursacht wird. Zudem ist die Methode
duflerst anfillig fiir Kontaminationen.

Das Ziel der Arbeit war die Etablierung eines iz vitro-Systems, welches die Quantifizierung des

Differenzierungsprozesses muriner embryonaler Stammzellen zu Hepatozyten sowie die Identi-
fizierung und Charakterisierung differenziell regulierter Gene wihrend der Entwicklung ermoglicht.
Hierfir sollte eine Feeder-Zellen-freie Kultur muriner ES-Zellen und ein iz vitro-Differenzierungs-
protokoll im Labor etabliert und, wenn moglich, optimiert werden, welches die Generierung von
Hepatozyten aus murinen ES-Zellen ermoglicht. Zudem sollten Reporterkonstrukte geschaffen
werden, die eine Identifizierung, Quantifizierung und Isolierung von Zellen zu unterschiedlichen
Zeiten des Differenzierungsprozesses ermoglichen. Diese sollten stabil in das Genom un-
differenzierter ES-Zellen integriert und die resultierenden Zelllinien schliefllich beziiglich ihrer

Tauglichkeit in dem etablierten Differenzierungsprotokoll charakterisiert werden.
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II Material

II.a Chemikalien

Standardchemikalien wurden, wenn nicht explizit aufgefithrt, in der grofitmaoglichen Reinheit von
den Firmen Sigma-Aldrich (Miinchen), CARL ROTH (Karlsruhe) bzw. Merck (Darmstadt)

bezogen.

II.2 Restriktionsendonukleasen

Alle verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden bei den Firmen Roche Diagnostics GmbH
(Mannheim), New England Biolabs GmbH (Frankfurt am Main) und Promega (Madison, USA)

erworben.

II.3 Einwegmaterialien fiir die Zellkultur

Simtliche Einwegmaterialien, die bei der Kultivierung von Siugerzellen zum Einsatz kamen,

stammten von der Firma TPP Techno Plastic Products AG (Trasadingen, Schweiz).
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II.4 DNA-GroRenstandards

peqGOLD 100 bp DNA-Leiter (PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen)
peqGOLD 1 kb DNA-Leiter (PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen)
Il.5 Antikorper

Siamtliche in dieser Arbeit verwendete Antikérper sind in Tabelle 1 aufgefiihre.

Tabelle 1: Verwendete Antikorper und ihre Verdiinnungen fiir die Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Verwendeter Antikorper Verdiinnung
Kaninchen-anti-Mausalbumin Serum (Nordic Immunological Laboratories) 1:80
Kaninchen-anti-Arginase I (H-52) polyklonale IgG (Santa Cruz Biotechnology, USA) 11100
Maus-anti-Oct-4 (C-10) monoklonale IgG (Santa Cruz Biotechnology, USA) 1:150
FITC-gekoppelte Pferd-anti-Kaninchen IgG (Vector Labs, USA) 1:400
Cy*™-gekoppelte Ziege-anti-Kaninchen IgG (Dianova, Hamburg) 1:800
Cy"™-gekoppelte Pferd-anti-Maus IgG (Dianova, Hamburg) 1:800
Cy’™-gekoppelte Ziege anti-Maus IgG (Dianova, Hamburg) 1:800
Il.6 Verwendete Promotor/Enhancer-Konstrukte

Das TTR-Promotor/Enhancer-Konstrukt beinhaltet 2800 bp vor dem Startkodon des TTR-Gens
(=2773 bis +26; —3kb-TTR-Promotor). Es enthilt somit sowohl den ca. 200 bp langen Promotor
als auch den etwa 2 kb weiter aufwirts gelegenen Enhancer (Costa et al., 1988). Das Konstruke zeigt
eine hepatomzelllinienspezifische Expression iz vitro und fihrt auch wihrend der Embryogenese in
transgenen Mausen zu einem fir das TTR-Gen charakteristischen Expressionsmuster, welches sich
auf Zellen der Leber, des Dottersacks und des Plexus choroideus beschrinkt (Costa et al., 1986;
Costa et al., 1990; Yan et al., 1990).

Das ALB-Promotor/Enhancer-Konstrukt besteht aus einem 335 bp grofien Bereich vor dem Start-
kodon (—317 bis +18) und einem ca. 10 kb oberhalb des Albumingens gelegenen Abschnitt mit
ciner Linge von etwa 2kb (iquivalent zu Konstrukt NB; Pinkert et al.,, 1987). Es enthilt den
Albuminpromotor und verschiedene Enhancer-Elemente, die zu einer starken leberspezifischen Ex-

pression nachgeschalteter Gene in transgenen Miusen fithren (Pinkert et al., 1987; Herbst et al.,

1989).
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Der G6Pase-Promotor wurde mittels des Primerpaares G6Pr_FW_Bgl/G6Pr_BW_Not aus der
genomischen DNA von FVB-Miusen (FVB/N CrlBR) amplifiziert und enthile die Region von
—770 bis 468 relativ zum Startpunkt der Transkription des G6Pase-Gens. Er enthalt alle bis dato

bekannten, regulatorisch relevanten Bereiche des murinen G6Pase-Gens (Streeper et al., 1997;

Streeper et al., 2001; Boustead et al., 2003).

11.7 Primer
Alle verwendeten Primer wurden von der Firma TIB MOLBIOL (Berlin) bezogen. Die Sequenzen,

Annealing-Temperaturen und ihr vornehmlicher Einsatz sind aus den Tabellen 2-5 zu entnehmen.

Tabelle 2: RT-PCR-Primer zur Charakterisierung der Genexpression hepatozytenspezifischer Gene wihrend
der in vitro-Differenzierung embryonaler Stammzellen der Maus

Primername Sequenz (5'-3') Annealing- Bemerkung
Temperatur

TTR.FW GGCTGAGTCTCTCAATTC 55,5 °C Primer zur Analyse der Expression des
Transthyretin-Gens

TTR.BW CTCACCACAGATGAGAAG 55,5 °C Primer zur Analyse der Expression des
Transthyretin-Gens

AAT_FW AAGACTGTAGCTGCTGCAGC 55,5 °C Primer zur Analyse der Expression des
a-1-Antitrypsin-Gens

AAT_BW AATGGAAGAAGCCATTCGAT 55,5 °C Primer zur Analyse der Expression des
a-1-Antitrypsin-Gens

AFP_FW AGGCTTTTGCTTCACCAG 55,5 °C Primer zur Analyse der Expression des
a-Fetoprotein-Gens

AFP_BW TCGTATTCCAACAGGAGG 55,5 °C Primer zur Analyse der Expression des
a-Fetoprotein-Gens

ALB_FW CAGGATTGCAGACAGATAGTC 55,5 °C Primer zur Analyse der Expression des
Albumin-Gens

ALB_BW GCTACGGCACAGTGCTTG 55,5 °C Primer zur Analyse der Expression des
Albumin-Gens

G6P_FW GTTGCTGTAGTAGTCGGT 55,5 °C Primer zur Analyse der Expression des
Glukose-6-Phosphatase-Gens

G6P_BW CAGGACTGGTTCATCCTT 55,5 °C Primer zur Analyse der Expression des
Glukose-6-Phosphatase-Gens

TAT_FW TCCCGACTGGATAGGTAG 55,5 °C Primer zur Analyse der Expression des
Tyrosinaminotransferase-Gens

TAT_BW ACCTTCAATCCCATCCGA 55,5 °C Primer zur Analyse der Expression des
Tyrosinaminotransferase-Gens

b_act. FW GAGCAATGATCTTGATCTTC 55,5 °C Primer zur Analyse der Expression des
B-Actin-Gens

b_act BW TTCCTTCTTGGGTATGGAAT 55,5 °C Primer zur Analyse der Expression des
B-Actin-Gens
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Tabelle 3: Primer zur Genotypisierung stabil transfizierter ES-Zellklone

Primername Sequenz (5'-3') Annealing- Bemerkung
Temperatur
nucGFP_FW_G CCAAAGAAGAAGCGTAAGGTAAATCG 63°C ebenfalls zur Analyse der nucGFP-Expression (GFPs

mit vorangeschalteter Kernlokalisations-Sequenz)
in der RT-PCR eingesetzt

nucGFP_BW_G CATAAGAGAAAGTAGTGACAAGTGTTGGC  63°C ebenfalls zur Analyse der nucGFP-Expression in der
RT-PCR eingesetzt

DsRed2_FW_G CTCCGAGAACGTCATCACCG 66 °C ebenfalls zur Analyse der DsRed2-Expression in der
RT-PCR eingesetzt

DsRed2_BW_G CAGGATGTCCCAGGCGAAG 66 °C ebenfalls zur Analyse der DsRed2-Expression in der
RT-PCR eingesetzt

EXFP_FW_G TGAGCAAGGGCGAGGAGC 67°C ebenfalls zur Analyse der eCFP-Expression in der
RT-PCR eingesetzt

EXFP_BW_G GGTGGTCACGAGGGTGGG 67°C ebenfalls zur Analyse der eCFP-Expression in der
RT-PCR eingesetzt

TTRPr.BW.G ATGAACAACCCTGGCTGG 56 °C

2335A1-BW GCTGGAAAAGTGGAATGAG 56 °C

b_tub_FW TCACTGTGCCTGAACTTACC 56 °C zur Uberpriifung der Integritit genomischer DNA

b_tub_BW GGAACATAGCCGTAAACTGC 56 °C zur Uberpriifung der Integritit genomischer DNA

Tabelle 4: Sequenzierprimer. Zusitzlich zu den in der Tabelle angegebenen Primern kamen auch urspriinglich
zur Genotypisierung oder Klonierung bestimmte Primer in Sequenzierreaktionen zum Einsatz.

Primername Sequenz (5'-3') Annealing- Bemerkung
Temperatur

pROSA_FW TCCTGGCTTCTGAGGACC 58°C Primer zur Sequenzierung der Uberginge von in
pROSA26-1 klonierten Inserts

pROSA_BW CCTGTTCAATTCCCCTGC 58°C Primer zur Sequenzierung der Ubergange von in
pROSA26-1 klonierten Inserts

2335A1-2159FW_Seq TGTGAAAAGCAGTGGTGC 56 °C Primer zur Sequenzierung der Ubergénge von
hinter den ALB-Promotor/Enhancer klonierten
Inserts

BsdDel-FW CTTGTGCAGAACTCGTGG 52°C Primer zur Sequenzierung aus dem

Zeocinresistenzgen hinaus

RetroXR_FW TTCCGAGGGACACTAGGCTGAC 60°C Primer zur Sequenzierung der Uberginge von in
pQCXIX klonierten Inserts

RetroXR_.BW CATTCCCCCCTTTTTCTGGAG 60°C Primer zur Sequenzierung der Uberginge von in
pQCXIX klonierten Inserts

pQC. 60 rimer zur Sequenzierung der Uberginge von in
QC_-FwW AAGCGGCTTCGGCCAGTAACGTTA °C p S der Uberg
pQCXIX klonierten Inserts

pQC. 60 rimer zur Sequenzierung der U ergange von in
QC_BW ACGCCATCCACGCTGTTTTGACCT °C p S der Ub
pQCXIX klonierten Inserts
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MATERIAL

Die Sequenzen enthaltener Restriktionsendonuklease-Schnittstellen sind

Primername Sequenz (5'-3') Annealing- Bemerkung
Temperatur
G6Pr_FW_Bgl TTGCAAGATCTCATGTGCATTGGTGGCTT — 63°C enthalt BglTI-Linker
TTTGCTGC
G6Pr.BW_Not CTAGAGCGGCCGCGTACCTCAGGAAGCTG  63°C enthalt NotI-Linker, ebenfalls zur Genotypisierung
CCAGCAGAGCCC eingesetzt
eCFP-BamFW CGGGATCCGCCACCATGGTGAGCAAG 54°C enthalt BamHI-Linker
eCFP-BamBW CGGGATCCTTACTTGTACAGCTCGTCCAT  54°C enthalt BamHI-Linker
G
I1.8 Plasmide
I1.8.1 Kommerziell erhiltliche Plasmide
pQCXIN Bestandteil des RetroX ™ Q retroviral expression Kit (Takara Bio
Europe/Clontech, chemals BD Bioscience, USA); erméglicht die Ex-
pression eines Gens unter Koexpression des Neomycin-Resistenzgens
(Abbildung 8).
pQCXIP Bestandteil des RetroX™ Q retroviral expression Kit (Takara Bio

pQCXIH

pDsRed2-N1

peCFP-ER

Europe/Clontech, chemals BD Bioscience, USA); erméglicht die Ex-
pression eines Gens unter Koexpression des Puromycin-Resistenz-

gens.

Bestandteil des RetroX™ Q retroviral expression Kit (Takara Bio

Europe/Clontech, chemals BD Bioscience, USA); erméglicht die Ex-
pression eines Gens unter Koexpression des Hygromycin-Resistenz-

gens.

Diente als Quelle des DsRed2-ORFs (Takara Bio Europe/Clontech,
ehemals BD Bioscience, USA)

Diente als Quelle des enhanced cyan fluorescent protein (eCFP)-ORFs

(Takara Bio Europe/Clontech, echemals BD Bioscience, USA)
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Abbildung 8: Aufbau der RetroX™ Q-Vektoren am Beispiel des pQCXIN. Bei den Vektoren des RetroX Q
retroviral expression Kit handelt es sich um bicistronische retrovirale Expressionsvektoren welche die Expression
eines Zielgens unter der Ko-Expression eines Resistenzmarkers ermaglichen. Nach Transfektion in eine addquate
Verpackungszelllinie kommt es zur Expression eines viralen genomischen Transkripts, welches den Cytomegalo-
virus (CMV) immediate early-Promotor, das gewiinschte Gen, eine internal ribosomal entry site (IRES) und das Gen
eines Selektionsmarkers (NeoR) enthilt. Die 5'-LTR besteht aus dem CMV-Typ I-Enhancer und dem Maus-
Sarkom-Virus (MSV)-Promotor. Die 3'-LTR enthilt eine Deletion in der Enhancer-Region. Wahrend der reversen
Transkription der retroviralen RNA wird die 3'-LTR verdoppelt und ersetzt die 5'-LTR, was zu einer Inaktivierung
der 5'-LTR-Enhancer-Region fiihrt. Dadurch soll das Phanomen der Promotor-Interferenz reduziert werden. Das
virale Transkript enthilt zudem das benétigte Verpackungssignal (¥*) sowie eine Bindungsstelle fir den wihrend
der reversen Transkription benotigten tRNA-Primer. Ebenfalls im Vektor enthalten sind ein bakterieller Replika-
tionsursprung (Col Ex ori) sowie das E. coli Ampicillinresistenzgen (AmpR). In der Karte zusatzlich eingetragen
sind die Schnittstellen verschiedener Restriktionsendonukleasen.

pcDNA3.1(-) Eukaryotischer Expressionsvektor; erméglicht Expression eines
Zielgens unter der Kontrolle des CMVEa-Promotors (Invitrogen,

Karlsruhe)

pEGFP-N1 Eukaryotischer Expressionsvektor; erméglicht Expression des
enhanced green fluorescent protein-Gens (eGFP) unter der Kontrolle
des CMVea-Promotors (Takara Bio Europe/Clontech, echemals BD
Bioscience, USA)
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11.8.2 Nicht kommerziell erhiltliche Plasmide

pDRIBSD

pCAGGS(Linker)

p2335A-1

pcDNA3_TTR-nucGFP

pROSA26-1

Diente als Quelle des PGK-Promotors und des Zeocinresistenzgens
(OREF); freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. Lars
Stockl, Charité, Berlin

Basiert auf pCAGGS (Niwa et al., 1991); enthilt CAG-Hybrid-
promotor (CMVea-Enhancer / chicken B-Actin-Promotor / rabbit
B-Globin-Intron); starke Expression in ES-Zellen; enthalt zusitz-
liche Schnittstellen in der multiple cloning site (MCS);

freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. Lars Stockl,

Charité, Berlin

pBlueskript-basierter Vektor; enthile Albumin (ALB)-Promotor/
Enhancer-Konstrukt (siche I1.6), mit freundlicher Genehmigung
von Richard D. Palmiter, Howard Hughes Medical Institute,

University of Washington, Seattle

Enthilt —3kb-TTR-Promotor (siche I1.6) vor der Sequenz des
nucGFP-Gens (GFP5 mit vorangeschalteter Kernlokalisations-
sequenz) (Tosh et al., 2002b). Freundlicherweise zur Verfigung
gestellt von David Tosh, University of Bath, UK

Targeting-Vektor zur homologen Rekombination von Genen in den

ROSA26-Lokus (Soriano, 1999), enthilt ORF des Diphtherie-
Toxin-A-Fragmentes zur negativen Selektion nicht durch homologe

Rekombination entstandener resistenter Kolonien
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I1.8.3 Im Zuge dieser Arbeit generierte Plasmide

I1.8.3.1  Plasmide zur transienten Expression in eukaryotischen Zellen

p2335A-1DsRed2_polyA ALB-Promotor/Enhancer > DsRed2-ORF » SV40 polyA
in p2335A1

pcDNA3.1G6P-DsRed2 G6Pase-Promotor (=770 > +68) > DsRed2-ORF in
pcDNA3.1(-)

I1.8.3.2  Plasmide zur Generierung rekombinanter Moloney-Maus-Leukamie-Virus-
basierter Retroviren

pQC-eCFPIP e¢CFP-ORF in pQCXIP

pQCAG-eCFPIP CAG-Promotor » eCFP-ORF in pQCXIP (der interne

CMYV-Promotor wurde dabei ersetzt)

pQTTR-nucGFPIP_PGK-ZeoR —3kb-TTR-Promotor > nucGFP-ORF - IRES » Puro®-»
PGK-Promotor » Zeo® in pQCXIP (der interne CMV-

Promotor wurde dabei ersetzt)

pQALB-eCFPIH_PGK-ZeoR ALB-Promotor/Enhancer > ¢CFP-ORF - IRES » Hygro®
> PGK-Promotor » Zeo® in pQCXIH (der interne CMV-

Promotor wurde dabei ersetzt)

pQG6P-DsRed2IN_PGK-ZeoR G6Pase-Promotor » DsRed2-ORF » IRES » Neo® > PGK-
Promotor > Zeo® in pQCXIH (der interne CMV-

Promotor wurde dabei ersetzt)
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I1.8.3.3  Plasmide zur stabilen Transfektion eukaryotischer Zellen durch homologe

Rekombination

pROSA26_TTR-nucGFP_PGK-ZeoR

pROSA26_ALB-eCFP_PGK-ZeoR

pROSA26_G6P-DsRed2_PGK-ZeoR

II.9 Bakterienstimme

E. coli K12 DHSa Invitrogen, Karlsruhe

E. coli X1.10-Gold"  Stratagene Europe,

Amsterdam, Niederlande

—3kb-TTR-Promotor » nucGFP-ORF >
PGK-Promotor » Zeo®* > BGH polyA
in pPROSA26-1

ALB-Promotor/Enhancer > eCFP-ORF »
PGK-Promotor » Zeo® > BGH polyA in
pROSA26-1

G6Pase-Promotor > DsRed2-ORF >
PGK-Promotor » Zeo® > BGH polyA
in pPROSA26-1

F~ ®80d/acZA(M15 A(lacZYA-argF)
U169 recAl endAl hsdR17(r, mi*)

PphoA supE44'N thi-1 gyrA96 relAl

A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173
endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl
lac Hte [F' proAB lacl"ZAM15 Tn10

(Tet) Amy Cam']*
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II.70 Zelllinien

CGR8

NIH3T3

293

HuH-7

HepG2

Hela

BD EcoPack2™-293 Zellen
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embryonale Stammzelllinie der Maus, etabliert aus der inneren Zellmasse
eines minnlichen 3,5 Tage alten Priimplantationsembryos (Mus musculus,
Stamm 129); freundlicherweise zur Verfuigung gestellt von Dr. Heinz

Himmelbauer vom Max-Planck-Institut fiir Molekulare Genetik in Berlin

(ECACC No.95011018)

embryonale Fibroblastenzelllinie der Maus, etabliert aus einem NIH/Swiss-

Mausembryo (ECACC No. 93061524)

humane embryonale Nierenzelllinie, transformiert mit gescherter humaner

Ad5-DNA (ECACC No. 85120602)

humane Hepatomzelllinie, etabliert aus einem hepatozelluliren Karzinom

(Nakabayashi et al., 1982)

humane Hepatomzelllinie, etabliert aus einem hepatozelluliren Karzinom
eines 15-jahrigen kaukasischen Jungen

(ECACC No. 85011430)

humane Epithelzellinie, etabliert aus einem humanen Papillomavirus 18
positiven Adenokarzinom aus der Zervix einer 31-jihrigen

Afroamerikanerin (ECACC No. 93021013)

293-basierte Verpackungszelllinie, entwickelt fiir die Produktion
ecotropischer Retroviren. Bleomycin- und Hygromycinresistent;
produzierte Viren tragen gp70-Oberflichenprotein, welches die Infektion
mCAT-1-positiver Zellen der Maus oder der Ratte ermdglicht (Takara Bio
Europe/Clontech, echemals BD Bioscience, USA)
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111 Methoden

IIIa Molekularbiologische Methoden

Die hier nicht aufgefithrten Methoden wie z.B. der Umgang mit Bakterien und ihre Vermehrung

sowie Standardmethoden im Umgang mit Nukleinsiuren wurden wie in ,Molecular Cloning:

A Laboratory Manual“ (Sambrook und Russell, 2001) beschrieben durchgefiihre.

III.1.a Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction; PCR) erlaubt die spezifische
Amplifikation von DNA-Fragmenten mit bekannter Sequenz der flankierenden Bereiche (Mullis
und Faloona, 1987). Sie kann somit sowohl zur Vervielfiltigung gewtinschter DNA-Bereiche als
auch zu ihrem spezifischen Nachweis eingesetzt werden. Im Umfang dieser Arbeit wurde sie zur
Amplifizierung und anschliefender Klonierung kurzer DNA-Bereiche, zum schnellen Nachweis
positiv transformierter Bakterien (Kolonie-PCR), zum Nachweis der Integration spezifischer DNA-

Sequenzen nach erfolgter Transfektion eukaryotischer Zellen sowie zur Analyse und Quanti-
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fizierung von Genexpression im Zuge ciner RT-PCR (reverse transcription linked PCR) eingesetzt.

Wurde die so amplifizierte DNA fiir spatere Klonierungen verwendet, kam eine DNA-Polymerase

mit proofreading-Aktivitit zum Einsatz (Herculase Enhanced DNA-Polymerase, Stratagene,
Niederlande). Fir analytische Zwecke wurde die Reaktion mit Platinum® 729 DNA-Polymerase
(Invitrogen, Karlsruhe) mit hoz szart-Funktion durchgefiihrt.

Ein 25 pul PCR-Ansatz enthielt typischerweise 10-250 ng DNA-Matrize, 4 mM dNTPs (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP in gleichen Anteilen; Bioline GmbH, Luckenwalde), 2mM MgCL,
1,25 uM forward (FW)-Primer, 125uM backward (BW)-Primer, 1U DNA-Polymerase in
1x-PCR-Reaktionspuffer. Die Annealing-Temperatur der Primer wurde in Abhingigkeit ihrer
Sequenzen gewihlt. Einen ersten Anhaltspunkt gab hierbei die Berechnung der Annealing-

Temperatur mit Hilfe des Programms ,MacVector 7.0% Sie wurde anschlieffend, wenn nétig, so
weit angepasst, bis eine maximale Ausbeute an PCR-Produkt bei einer minimalen Anzahl an

Nebenprodukten erzielt wurde. Bei der Verwendung von Primern mit unterschiedlichen Annealing-
Temperaturen wurde sich an der niedrigeren orientiert. Die Annealing-Zeit betrug 1 min. Die

Amplifikation erfolgte bei 68 °C (Herculase Enhanced DNA-Polymerase) bzw. 72 °C (Platinum®

Tag DNA-Polymerase) fiirr etwa 1 min pro 1kb zu amplifizierendem Fragment. Die Anzahl der

Zyklen richtete sich nach der Menge der eingesetzten Matrize sowie der Effizienz der Reaktion und

lag typischerweise zwischen 25 und 40.

III.a.2 Isolierung von Plasmid-DNA

Abhingig von der bendtigten Menge an DNA wurde die Isolierung von Plasmiden aus E. co/i mit

Hilfe des QIAprep Spin Miniprep Kits (QIAGEN, Hilden) fiir Priparationen von >20 ug DNA
bzw. des QIAGEN Plasmid Maxi Kits fiir Praparationen von >20 ug DNA durchgefuhrt. Hierfuir

wurden E. coli, welche das gewtinschte Plasmid trugen, @.N. bei 37 °C in einem entsprechenden

Volumen an LB-Selektionsmedium (100 pg/ml Ampicillin bzw. 30 pg/ml Kanamycin) angezogen

und anschliefend nach den Angaben des Herstellers verfahren.
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III.1.3 Isolierung chromosomaler DNA aus Zellen

Die Isolierung chromosomaler DNA aus Vertebratenzellen erfolgte im 24-Well-Format. Die Zellen
wurden mit ca. 1ml PBS pro Well gewaschen. Dann wurden 250 ul Lysepuffer zugegeben
(0,5 mg/ml Proteinase K in 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, 0,5% SDS, 10 mM Tris, pH 7,4), die
24-Well-Platten in feuchte Tiicher gepacke, in Kunststofftiiten eingeschweif$t, fiir 20 min bei 65 °C
inkubiert und anschliefend @.N. bei 37 °C geschiittelt. Danach wurden zu jedem Well 250 pl
Hochsalzpuffer zugegeben (650 mM NaCl, 10 mM EDTA, 10 mM Tris, pH 7,4) und die Proben in
2 ml-Reaktionsgefifle iiberfithrt. Zu den Proben wurde 500ul Roti®-Phenol/Chloroform/
Isoamylalkohol hinzupipettiert (redestilliertes, in TE-Puffer dquilibriertes Phenol, Chloroform und
Isoamylalkohol im Verhiltnis 25:24:1, pH 7,5-8,0; CARL ROTH, Karlsruhe), die Proben fiir
1 min vorsichtig geschiittelt, zentrifugiert (10 min, 16000 g, RT) und die wissrige Phase in ein neues
Reaktionsgefaf§ tiberfithrt. AnschlieBend wurde 500 pl Chloroform/Isoamylalkohol (24:1)
zugegeben, erneut fir 1 min vorsichtig geschiittelt, zentrifugiert und die wiassrige Phase in ein neues
Reaktionsgefafd iiberfithrt. Nach Zugabe von 0,25 Volumina 10 M Ammoniumacetat und
0,7 Volumina Isopropanol wurde die DNA fir mindestens 2 Stunden bei —20°C gefillt, bei
16000 g pelletiert, 1x mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen und an der Luft bei RT getrocknet. Die
DNA wurde im Anschluss mit einer Konzentration von etwa 0,5 mg/ml in 10 mM Tris, pH 8,0,

gelost und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert.

II1.1.4 Reinigung von DNA aus Reaktionsansitzen

Musste DNA nach einer PCR oder nach enzymatischer Modifikation fir ihre weitere Verwendung
gereinigt werden (Entfernung von Puffersubstanzen oder Enzym), erfolgte dies mit Hilfe des

QIAquick PCR Purification Kits (QIAGEN, Hilden) nach Herstellerangaben.

III.a5 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus priparativen Agarosegelen erfolgte nach dem
Ausschneiden der gewiinschten Bande mit einem sterilen Skalpell mittels des QIAquick Gel

Extraction Kits (QIAGEN, Hilden) nach den Angaben des Herstellers.
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III.1.6 RNA-Isolierung

Zur Vermeidung von RNase-Kontaminationen wurden fur alle Arbeiten mit RNA, wenn maglich,
sterile Einmal-Plastikprodukte verwendet. Glasware wurde fur 8 Stunden bei 180 °C gebacken.
Hitzelabile Produkte wurden, wenn méglich, mit Chloroform oder zuerst mit 1% (w/v) SDS und
dann mit reinem Athanol gespult. Samtliche verwendete Losungen und Puffer wurden, wenn
moglich, mit DEPC behandelt oder aber aus RNase-freien Reagenzien angesetzt. Die Lagerung von

RNA erfolgte stets bei =70 °C.

Extraktion von Gesamt-RNA

Die Gewinnung von Gesamt-RNA aus Zellen und Gewebe erfolgte mit Hilfe des peqGOLD
TriFast™Reagenzes (PEQLAB Biotechnologic GmbH, Erlangen). Dabei handelt es sich um ecine
monophasische Phenol-/Guanidinisothiocyanat-Losung zur gleichzeitigen Extraktion von RNA,
DNA und Proteinen. Die Methode basiert auf einer Ein-Schritt-Fliissigphasen-Separation
entwickelt von Chomezynski und Sacchi (Chomezynski und Sacchi, 1987). Die Extraktion erfolgte
dabei nach den Angaben des Herstellers mit folgenden Abweichungen bzw. Besonderheiten:

Die Lyse von Zellen in Monolayer-Kulturen erfolgte nach vollstindiger Aspiration des Mediums wie
angegeben durch die direkte Zugabe des Reagenzes und anschliefendes mehrmaliges Aufziehen und
Ausblasen mit einer Pipette. Die Menge an TriFast™Reagenz wurde jedoch auf 1,25 ml pro 10 cm?
Wachstumsfliche erhéht, um eine Verunreinigung der gereinigten RNA durch DNA zu verringern.
Die Homogenisierung von Lebergewebe der Maus erfolgte mit Hilfe eines Glas-Homogenisators in
nicht weniger als 1 ml Reagenz pro 50 mg Gewebe. Die Lyse von auf Kollagen ausgewachsenen
embryoid bodies erfolgte durch Abschaben der Zellen in 1,25 ml TriFast™Reagenz pro 10 cm?
Wachstumsfliche und anschliefender Homogenisierung im Glas-Homogenisator.

Das Waschen der durch Isopropanol gefillten RNA erfolgte entgegen den Angaben mit 75 %igem
sauren Ethanol (75% (v/v) Ethanol, 25 % (v/v) 0,1 mM Natriumacetat-Losung, pH 5,2). Dies
andert die Konsistenz des RNA-Pellets, erhht somit die Haftung am Boden des Zentrifugen-

rohrchens und erleichtert ein vollstandiges Entfernen des Uberstandes.
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Entfernung von DNA-Kontaminationen

Um die isolierte DNA fiir eine spatere RT-PCR von eventuellen DNA-Kontaminationen zu
befreien, wurde die RNA im Anschluss an die Isolierung einem DNase I-Verdau unterzogen.
Hierfir wurde die Gesamt-RNA auf 0,1 pg/ml verdiinnt und mit 1 U RQI1-RNase-free-DNase
(Promega, Madison, USA) pro ug RNA und 1U/pl RNasin® Ribonuclease Inhibitor (Promega,
Madison, USA) fiir 30 min bei 37 °C im mitgelieferten 1x RNase-Reaktionspuffer inkubiert. Bei
starker Kontamination der Proben wurde anschliefend erneut die gleiche Menge an Enzym
zugegeben und weitere 30 min bei 37°C inkubiert. Die Proben wurden danach durch eine

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion gereinigt.

II1.a.7 Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion

Um RNA nach erfolgtem DNase I-Verdau fiir eine folgende cDNA-Synthese von stérendem Enzym
und Puffersubstanzen zu trennen, wurde eine Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion
durchgefihrt. Hierfir wurden die Proben mit nukleasefreiem Wasser auf 400 pl aufgefullt, 400 pl
Roti*-Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol hinzupipettiert (redestilliertes, in TE-Puffer iquili-
briertes Phenol, Chloroform und Isoamylalkohol im Verhiltnis 25:24:1, pH 7,5-8,0; CARL
ROTH, Karlsruhe) und fiir 1 min stark geschiittelt. Die Proben wurden 1 min bei RT mit 13000 g
zentrifugiert, die wissrige Phase in ein neues Reaktionsgefafl tiberfithrt, mit 400 ul Chloroform/
Isoamylalkohol (24:1) versetzt und erneut geschiittelt und zentrifugiert. Die wissrige Phase wurde
in cin neues Reaktionsgefifd tiberfithrt, mit 40 pl einer 3 M Natriumacetat-Lésung (pH 5,2) und
I ml reinem Ethanol versetzt, gevortext und die RNA fir mindestens 2 h bei —20°C gefillt.
Anschliefend wurde die gefillte RNA fiir 20 min bei 13000 g und 4 °C pelletiert, mit 1 ml saurem
Ethanol gewaschen (75 % (v/v) Ethanol, 25 % (v/v) 0,1 mM Natriumacetat-Losung, pH 5,2), das
Pellet fir ca. 10-15 min bei RT im offenen Reaktionsgefiff getrocknet und in nukleasefreiem

Wasser gelost (Ausubel, 1997).
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III.1.8 Isolierung von polyA-RNA aus Gesamt-RNA

Die Isolierung von polyA-RNA aus Gesamt-RNA erfolgte mit Hilfe des NucleoTrap mRNA Mini
Purification Kit (Takara Bio Europe/Clontech, chemals BD Bioscience, USA) nach den Angaben

des Herstellers.

IIl.a.g Bestimmung der Konzentration und Reinheit von Nukleinsdurepraparationen

Die Messung der Konzentration und Reinheit von Nukleinsiuren in wissriger Losung erfolgte
durch photometrische Bestimmung der optischen Dichte (OD) der Losung bei einer Wellenlinge
von 260 nm und 280 nm. Diese Wellenlidngen entsprechen den Absorbtionsmaxima von DNA bzw.
RNA und dem von Proteinen. Eine ODs4 von 1 entspricht dabei etwa einer Konzentration von
40 ug/ml doppelstringiger DNA bzw. 50 ug/ml RNA. Das Verhiltnis der Extinktion bei 260 nm
zur Extinktion bei 280 nm spiegelt den Reinheitsgrad der Nukleinsiurepriparation wieder. Es liegt
fiir reine DNA bei ca. 1,6 bis 1,8 und fiir reine RNA bei ca. 1,8 bis 2,0. Im Falle von Gesamt-RNA
wurde zusitzlich 1 pug der RNA durch Agarosegelelektrophorese (1 % (w/v) Agarose) aufgetrennt
und auf die Integritit der ribosomalen 28s und 18s RNA hin tberpriift. Bei intakter, nicht

degradierter RNA sollte das Intensititsverhaltnis der 28s- zur 18s-Bande grofer als 1,5 sein.

III.i.io RT-PCR

cDNA-Synthese

Ein Umschreiben von mRNA in ¢cDNA mit Hilfe einer reversen Transkriptase (reverse
Transkription, RT) erméglicht einen spiteren Nachweis spezifischer mRNA-Molekiile mittels PCR
(RT-PCR). Dadurch lassen sich Aussagen iiber die Expression von Genen machen und cine Analyse
ihrer Expressionsstirke durchfithren. Standardmiflig wurde die Reaktion mit DNase I-verdauter
Gesamt-RNA durchgefithrt. Zum Nachweis schwacher Genexpression wurde gereinigte polyA-
RNA cingesetzt. Hierfiir wurde 1pg RNA mit 0,5 ug Oligo(dT)-Primern (Promega, Madison,
USA) und nukleasefreiem Wasser auf ein Volumen von 11 pl gebracht, 5 min bei 70 °C inkubiert
und anschliefend sofort auf Eis gestellt. Dabei werden mdégliche Sekundirstrukturen der RNA
zerstort und eine Anlagerung der Oligo(dT)-Primer an die polyA-Enden der mRNA ermdéglicht.

Anschliefend wurde ein Mastermix hergestellt, der pro Ansatz aus 1ul RNasin® Ribonuclease
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Inhibitor, 1,5l AMV-Reverse Transkriptase (10 U/pl), 5Sul 5x-RT-Reaktionspuffer (Promega,
Madison, USA), 1ul einer 100 mM dNTP-Losung (dATP, dCTP, dGTP, dTTP in gleichen
Anteilen; Bioline GmbH, Luckenwalde) und 5,5 ul nukleasefreiem Wasser bestand, und zu der
RNA/Primer-Mischung gegeben. Die Ansitze wurden sodann fiir 60 min bei 45 °C inkubiert und
das Enzym im Anschluss fir 5 min bei 70 °C inaktiviert. Um sicherzustellen, dass in einer spateren
PCR generierte Produkte nicht aus einer DNA-Kontamination entstanden sind, wurde pro Probe
ein zweiter Ansatz durchgefithrt, der Wasser anstatt der Reversen Transkriptase enthielt (RT-

Negativ-Kontrolle).

PCR

Zum Nachweis und zur Quantifizierung der Expression von Genen wurde im Anschluss an die
cDNA-Synthese eine PCR mit genspezifischen Primern durchgefithrt. Die Primersequenz wurde
dabei so gewihlt, dass der zu amplifizierende Bereich, wenn méglich, Exongrenzen iiberspannte.
Dies sollte verhindern, dass es bei einer Kontamination der cDNA-Proben mit genomischer DNA
zu einem PCR-Produkt kommt oder aber zumindest eine Unterscheidung anhand der Grofe des
amplifizierten Fragments ermoglichen. Die Reaktion erfolgte wie unter IIL1.1 beschrieben.
Standardmiflig wurden 0,5-1 ul cDNA pro Reaktion eingesetzt. Sollte eine Quantifizierung der
Genexpression erfolgen, wurde die cDNA abhingig von der Stirke des Signals zuvor verdiinnt oder
die Anzahl der Zyklen verringert, um zu gewihrleisten, dass die Amplifikation noch kein Plateau

erreicht hatte.

III.in Agarose-Gelelektrophorese

Nukleinsaurefragmente unterschiedlicher Lange lassen sich aufgrund ihrer negativen Ladung mittels
Elektrophorese trennen. Die Trennung erfolgte standardmifig iiber horizontale Elektrophorese mit
Agarosegelen zwischen 0,7 % und 2 % (w/v) Agarose (Promega, Madison, USA) in TAE-Puffer
(30 mM Tris, 20 mM Essigsiure, 1 mM EDTA, pH 8,0). Die Nukleinsiure-Proben wurden vor dem
Auftragen auf das Gel mit 0,2 Volumina DNA-Probenpuffer (PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Erlangen) versetzt, um ein Einsinken in die Geltaschen zu gewihrleisten. Die Elektrophorese
erfolgte mit TAE-Laufpuffer bei ca. 10V/em Elektrodenabstand. Die Visualisierung der

Nukleinsduren erfolgte mit Ethidiumbromid, welches mit einer Konzentration von 50 ng/ml mit in
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das Gel eingegossen wurde. Ethidiumbromid interkaliert in die DNA-Doppelhelix bzw. in die
teilweise doppelstrangigen Bereiche nicht denaturierter RNA. Die Nukleinsiuren lassen sich
anschlieSend unter UV-Licht durch eine orange Fluoreszenz visualisieren. Die Anregung erfolgte
bei analytischen Gelen mit einer Wellenlinge von 280 nm, bei praparativen Gelen wurde zwecks

geringerer Schadigung der Nukleinsduren eine Wellenlinge von 360 nm verwendet.

III.ia2 Enzymatische Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen spalten doppelstringige DNA inmitten oder in der Nihe spezifischer,
oft palindromischer Erkennungssequenzen. Die Spaltung geschicht dabei durch die Hydrolyse der
Phosphodiesterbindung, Je nach Enzym entstehen dabei entweder Fragmente mit einem 3'- bzw. 5'-

Uberhang (sticky ends) oder aber ,glatte“ Enden ohne Uberhang (b/unt ends), welche anschliefend

mit den entsprechenden Enden anderer Fragmente wieder ligiert werden konnen. Standardmifig
wurden zwischen 1 und 5 pg zu verdauende DNA mit 1 pl Restriktionsenzym versetzt und in 20 bis
50 pl 1x Reaktionspuffer fiir 2 h bei der vom Hersteller empfohlenen Temperatur inkubiert. Dabei
wurde darauf geachtet, dass die DNA-Konzentration nicht 0,1 pg/ml und der Volumenanteil an
Enzym nicht 10 % des Reaktionsansatzes iiberschreitet. Mehrfachreaktionen mit mehr als einem
Reaktionsenzym wurden, wenn mdéglich, in einem Ansatz durchgefithre. War dies aufgrund
unterschiedlicher Puffer-Anforderungen der verschiedenen Enzyme nicht méglich, wurde die DNA
zwischen den Reaktionen gereinigt und ein erneuter Ansatz pipettiert. Nach abgeschlossener

Reaktion wurden die Restriktionsenzyme, wenn méglich, hitzeinaktiviert oder die DNA gereinigt.

II1.113  Auffiillen der 3'-Uberhinge von DNA-Fragmenten nach enzymatischer
Spaltung

Durch die Spaltung mit Restriktionsendonukleasen erzeugte DNA-Fragmente mit unter-

schiedlichen Enden lassen sich trotzdem miteinander ligieren, wenn man die entstandenen

Uberhinge auffiillt und somit so genannte blunt ends erzeugt. Die Reaktion wurde mit Hilfe des

Klenow-Fragments der DNA-Polymerase I durchgefiihrt. Dieses besitzt die 5' > 3'-Polymerase- und

die 3' > 5"-Exonukleaseaktivitit der intakten DNA-Polymerase I, aber nicht die 5' » 3'-Exonuklease-

aktivitit des vollstindigen Enzyms. Die Reaktion fand, sofern sich das zuvor verwendete
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Restriktionsenzym hitzeinaktivieren lief}, direkt im Restriktionsansatz statt. Dafir wurde das
Volumen mit nukleasefreiem Wasser auf das Doppelte des urspriinglichen Volumens aufgefillt,
zusitzlich 0,25 pl einer 100 mM dNTP-Lésung (dATP, dCTP, dGTP, dTTP in gleichen Anteilen),
10 U Klenow-Fragment (Bioline GmbH, Luckenwalde) und 1/20 des Reaktionsvolumens an
10x-Reaktionspuffer zugegeben und fur 15min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde
anschliefend durch Erhitzen auf 70 °C fiir 10 min gestoppt. Erfolgte nach dem Schneiden der DNA
mit einer Restriktionsendonuklease eine Klenow-Behandlung, wird dies in dieser Arbeit mit dem in

Klammern gesetzten Zusatz ,blunt“ gekennzeichnet.

II1.1.i4  Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Um zu verhindern, dass ein linearisierter Vektor in einem Ligationsansatz mit sich selbst ligiert,
wurden die 5-Enden mit Hilfe des Enzyms Antarctic Phosphatase (New England Biolabs,
Frankfurt/Main) dephosphoryliert. Dieses hat im Gegensatz zu alkalischer Phosphatase den Vorteil,
dass es in nahezu allen herkdmmlichen Restriktionsendonukleasepuffern aktiv ist, sich problemlos
hitzeinaktivieren lisst und somit vor einer Ligation nicht aus dem Reaktionsansatz entfernt werden
muss. In einer typischen Reaktion wurden zu einem Restriktionsansatz mit 1-5 pg Plasmid-DNA
1/10 Volumen 10x-Phosphatasepufter und 5 U Antarctic Phosphatase zugegeben und anschliefend
fir 30 min bei 37 °C inkubiert. Nach 5-miniitiger Inaktivierung des Enzyms bei 65 °C wurde der

Vektor direkt fiir eine Ligation eingesetzt.

III.15 Ligation von DNA-Fragmenten

DNA-Ligase katalysiert die Bildung einer Phosphodiesterbindung zwischen einer freien
5'-Phosphat- und einer 3'-Hydroxylgruppe von DNA-Molekiilen und erméglicht somit die Ligation
von DNA-Fragmenten in zuvor geschnittene Vektoren. Die Reaktion wurde in 10 pl-Ansitzen
durchgefithrt. Es wurden grundsitzlich mehrere Parallelansitze durchgefiihrt, in denen zu einer
festen Menge an Plasmid-DNA (50-100 ng) unterschiedliche Mengen an Insert (3- bis 30-facher
molarer Uberschuss) gegeben wurde. Die Reaktionen enthielten zusitzlich 2 U T4-DNA-Ligase
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim), 1 pul 10x-Reaktionspuffer und im Fall, dass Fragmente mit
blunt ends ligiert werden sollten, zusitzlich 1ul PEG (40 % (w/v) PEG 8000 in H.O). Die
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Reaktionen wurden fiir 16 Stunden bei 16 °C und weitere 2 Stunden bei RT inkubiert und

anschlieflend direke in eine Transformation eingesetzt.

II1.1.16  Herstellung chemisch kompetenter E. coli

Die Herstellung chemisch kompetenter Zellen erfolgte wie in Current Protocols in Molecular Biology
beschrieben (Ausubel, 1997). 4 ml einer E. coli ii.N.-Kultur wurden mit 400 ml 37 °C warmem

LB-Medium verdiinnt und unter Schiitteln wachsen gelassen, bis die Kultur eine ODgoo von 0,375
erreichte. Die Zellen wurden in vorgekiihlte, sterile 50 ml Zentrifugengefifie aliquotiert, fir 10 min
auf Eis gehalten und anschlieBend fiir 7 min bei 1600 g bei 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgegossen und die Zellen vorsichtig in 10 ml eiskalter CaCl,-Lésung (60 ml CaCl,
15 % (v/v) Glycerin, 10 mM PIPES, pH 7,0) resuspendiert. Die Zellen wurden erneut pelletiert
(5min, 1100g, 4°C) und in 10ml frischer CaCl,-Lésung resuspendiert. Nach 30-miniitiger
Inkubation auf Eis wurden die Zellen wieder abzentrifugiert und in 2 ml eiskalter CaCl-Losung
resuspendiert. Die Zellen wurden fiir 12-24 Stunden auf Eis gehalten, in 1,5 ml-Reaktionsgefifie
aliquotiert und in einer Ethanol/Trockeneis-Mischung schockgefroren. Die Lagerung der Zellen

erfolgte bei =70 °C.

I11.1.17 Transformation von E. coli

Pro Transformationsansatz wurden 100 pl chemisch kompetente E. coli langsam auf Eis aufgetaut,
die DNA zugegeben (ca. 0,1 ng Plasmid-DNA oder 10 pl Ligationsansatz), kurz geschiittelt und fiir
30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock von 30 sec (E. coli XL.10-Gold®) bzw. 90 sec
(E. coli DH5a) bei 42 °C wurden die Zellen fiir weitere 1-2 min auf Eis gestellt. Anschliefiend
wurde 1 ml 37°C warmes LB-Medium zugegeben und fir 1 Stunde bei 37 °C geschiittelt. Die
Zellen wurden fiir 5 min bei 4000 g pelletiert, der Uberstand bis auf 200 pl abgenommen, die
Bakterien im restlichen Medium resuspendiert und auf LB-Agarplatten mit entsprechendem
Antibiotikum (100 pg/ml Ampicillin bzw. 25 pug/ml Kanamycin) ausgestrichen. Die Platten wurden
iiber Nacht bei 37 °C inkubiert und am folgenden Tag auf Kolonien iiberpriift
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I11.1.18 Kolonie-PCR

Zur schnellen Uberpriifung einer grofen Anzahl von Kolonien nach der Transformation eines
Ligationsansatzes wurde eine Kolonie-PCR durchgefiihrt. Sie sollte kliren, welche der Kolonien das
gewiinschte Ligationsprodukt aufgenommen hatte. Hierfir wurden einzelne Kolonien mit einem
sterilen Zahnstocher gepickt und in 20 pl sterilem Wasser suspendiert. AnschlieSend wurde 1 pl der
Suspension als Matrize in eine PCR eingesetzt. Die Primer wurden dabei so gewihlt, dass einer der
beiden Primer im Vektor, der andere in der Sequenz des Inserts bindet. Auf diese Weise ergibt sich
nur dann ein PCR-Produkt, wenn das Insert die gewiinschte Orientierung aufweist. Die PCR wurde
wie unter IIL1.1 beschrieben durchgefihrt. Die Anzahl der Zyklen betrug 29. Von positiven
Kolonien wurde ein Teil der restlichen Zellsuspension auf LB-Selektionsplatten ausgestrichen und
eine (.N.-Kultur fir eine Plasmidpriparation angeimpft. Das Ergebnis der Kolonie-PCR wurde

anschliefend mittels eines analytischen Restriktionsverdaus und durch Sequenzierung tiberpriift.

III.1.n9g  DNA-Sequenzierung

Die verwendete Sequenzierungsmethode basiert auf der Kettenabbruchmethode nach Sanger

(Sanger et al.,, 1977). Die Sequenzierung wurde mit Hilfe des ABI PRISM ready reaction dye deoxy
terminator cycle sequencing kit (Applied Biosystems, Weiterstadt) durch die zentrale Sequenzier-

einrichtung des Robert Koch-Instituts durchgefiihrt. Ein Reaktionsansatz enthielt typischerweise

200-500 ng gereinigte Plasmid-DNA, 5 pmol Sequenzierprimer, 2 pl Big Dye Ready Reaction Mix

und 2 ul 5x Reaktionspuffer in einem 10 pl Reaktionsansatz.

III.2 Zellbiologische Methoden

III.2.1 Beschichtung von ZellkulturgefiRen mit Gelatine

Pro cm* Wachstumsfliche wurden 0,1 ml Gelatinelosung (0,1 % (w/v) Gelatine, Sigma-Aldrich,
Miinchen, in PBS) in das Zellkulturgefif§ gegeben und fiirr 10 min bei RT inkubiert. Anschliefend

wurde die Losung vollstindig abgesaugt und das Zellkulturgefaf$ sofort verwendet.
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III.2.2 Beschichtung von ZellkulturgefaRen mit Typ I-Kollagen

Pro cm* Wachstumsfliche wurden 0,1 ml einer 1:10 in sterilem Wasser verdiinnten Kollagenlésung
aus Kilberhaut (1 mg/ml Protein in 0,1M Essigsiure, Sigma-Aldrich, Miinchen) in das
Zellkulturgefiff gegeben und w.N. bei 4°C auf der Wippe inkubiert. Anschlieffend wurde die
Losung vollstindig abgesaugt und die Gefifle unter einer Sterilbank stehen gelassen, bis sie
vollstindig getrocknet waren. Die so beschichteten Platten wurden bis zu ihrer Verwendung bei

4 °C gelagert. Unmittelbar vor der Verwendung wurden sie 1-mal griindlich mit PBS gewaschen.

III.2.3 Kultivierung adhadrenter Sdugerzellen

II1.2.3.1  Kultivierung undifferenzierter embryonaler Stammzellen der Maus

Undifferenzierte CGR8-ES-Zellen und ihre abgeleiteten Zelllinien wurden bei 37°C und
5% (v/v) CO; in gelatinisierten Zellkulturgefilen in Glasgow Minimum Essential Medium (Sigma-
Aldrich, Miinchen) mit 2mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 100 mg/ml Streptomycin,
1 mM Natriumpyruvat (PAA Laboratories, Osterreich), 15% (v/v) FCS (Lot-No.: 627EE,
Biochrom AG, Berlin), 0,1 mM nicht essentiellen Aminosiuren (Sigma-Aldrich, Miinchen),
0,1 mM 2-Mercaptoethanol und 1000 U/ml lenkemia inhibitory factor (ESGRO®; Chemicon, USA)
kultiviert (ES-Medium). Typischerweise wurden 2.10* Zellen/cm? ausgelegt. Nach 48 Stunden
wurde das Medium gewechselt und die Zellen nach weiteren 24 Stunden subkultiviert. Hierfiir
wurden die Zellen mit warmem PBS gewaschen und durch 3-miniitige Inkubation mit einer
Trypsin/EDTA-L6sung (0,5 g/l Trypsin, 0,2 g/l EDTA in PBS; PAA Laboratories, Osterreich) bei
37°C von der Oberfliche des Zellkulturgefifies abgelost. Die Zellen wurden anschlieffend in
frischem ES-Medium aufgenommen, vorsichtig mit der Pipette vereinzelt, bei 500 g pelletiert, in

ES-Medium resuspendiert und in einem frisch gelatinisierten Zellkulturgefif ausgelegt.

II1.2.3.2  Kultivierung von HepG2-, HuH-7-, 293- und BD EcoPack2™-293-Zellen

Die Zellen wurden bei 37°C und 5% (v/v) CO, in Dulbecco’s Modified Eagle Medium

(Biochrom AG, Berlin) mit 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 100 mg/ml Streptomycin und
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10 % (v/v) FCS (PAA Laboratories, Osterreich) kultiviert. Im Falle der EcoPack2™-293-Zellen
wurde zusitzlich 1 mM Natriumpyruvat (PAA Laboratories, Osterreich) und 0,1 mM nicht
essentielle Aminosiuren (Sigma-Aldrich, Miinchen) zum Medium gegeben. Die Zellen wurden bis
zur Konfluenz kultiviert und anschliefend durch Trypsinierung abgeldst und subkultiviert (siche

oben). Der Verdiinnungsfaktor war abhingig von der jeweiligen Zelllinie und betrug zwischen 1:3

und 1:10.

I11.2.3.3 Kultivierung von NIH3T3-Zellen

Die Kultivierung der NIH3T3-Zellen erfolgte wie unter I11.2.3.2 beschrieben, allerdings wurde dem
Medium 10 % (v/v) NCS (Biochrom AG, Berlin) anstatt FCS zugegeben.

III.2.4 Kryokonservierung von Zellen

Die Kryokonservierung von Siugerzellen erfolgte im entsprechenden Wachstumsmedium mit
20 % (v/v) Serum und 10 % (v/v) Dimethylsulfoxid, bei —80 °C fiir einige Wochen oder in der
Gasphase tber flissigem Stickstoff fuir lingere Zeitraume. Dabei wurde darauf geachtet, dass die

Abkiihlgeschwindigkeit beim Einfrieren <1 °C/min lag.

III.2.5 Alkalische Phosphatase-Farbung von ES-Zellen

Ein Merkmal undifferenzierter ES-Zellen ist die starke Expression Alkalischer Phosphatase (AP)
(Wobus et al., 1984; Pease et al., 1990). Sie kann somit als ein schnell zu iiberpriifender Marker fiir
den Differenzierungszustand einer ES-Zell-Kultur verwendet werden.

Hierfir wurde das Medium abgesaugt und die Zellen 1-mal mit warmem PBS gewaschen.
Anschlieflend wurden die Zellen fiir 5 min mit eiskaltem Ethanol fixiert, mit AP-Puffer (100 mM
NaCl, 5 mM MgCL, 100 mM Tris, pH 9,5) gewaschen und anschlieend fiir 15 min in frisch
angesetzter AP-Firbelosung (je 66 pl NBT- und BCIP-Losung, Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, in 10 ml AP-Puffer) inkubiert. Die Reaktion wurde durch Entfernen der Firbelosung
und Waschen mit Wasser gestoppt und die Firbung der Zellen unter dem Lichtmikroskop

ausgewertet.
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III.2.6 Produktion rekombinanter Moloney-Maus-Leukdmie-Viren

Die Produktion rekombinanter Moloney-Maus-Leukidmie-Virus (MMLV)-Partikel erfolgte in
BD EcoPack2™-293-Zellen. Dafiir wurden 7,5-10° Zellen/10 cm-Schale ausgelegt und am folgenden
Tag mit 5pg retroviralem Expressionsvektor wie unter I11.2.9.1 beschrieben transfiziert. Nach
8 Stunden wurde das Transfektionsgemisch von den Zellen entfernt und durch 12 ml neues
Wachstumsmedium ersetzt. Die Ernte der Viren erfolgte in der Regel nach weiteren 40 Stunden
(48 h-Uberstand). Dafiir wurde das Medium mit einer Pipette abgesaugt und durch Filtration mit
cinem 0,45 pum Zelluloseacetat-Filter (Schleicher & Schuell/Whatman GmbH, Dassel) von
Zellresten gereinigt. Die Zellen wurden anschlieflend erneut fiirr 24 Stunden mit 12 ml frischem
Wachstumsmedium inkubiert und ein zweites Mal Virus geerntet. Die virushaltigen Uberstinde
wurden, wenn méglich, sofort weiterverwendet oder aber bei —80 °C ohne die Zugabe von Zusitzen

weggefroren.

II1.2.7 Polyethylenglykol-Fallung rekombinanter MMLV-Partikel

Pro 10ml virushaltigem Medium wurde 1ml einer 5M NaCl-Losung und 4 ml gekiihlee
Polyethylenglykol (PEG)-Losung (31,875 % (w/v) PEG 6000 in H,O) langsam und unter
standigem Rithren auf Eis zugegeben. Anschlielend wurde fiir 1,5 Stunden bei 4 °C vorsichtig
gerithre. Es folgte eine Zentrifugation bei 7000 g und 4°C fiir 10 min. Der Uberstand wurde
vorsichtig abgenommen und die pelletierten Viren in 1 % des urspriinglichen Volumens an frischem
Medium resuspendiert. Die Viren wurden im Anschluss sofort fir die Infektion von Zellen

verwendet.

II1.2.8 Bestimmung des Titers infektioser MMLV-Partikel

Die Bestimmung des Titers infektioser MMLV-Partikel erfolgte durch Infektion von NIH3T3-
Zellen. Dazu wurden am Vortag 1-10° Zellen/6 cm-Zellkulturschale in 3 ml Wachstumsmedium
ausgelegt. Die virushaltigen Uberstinde (bzw. gefillten Viren) wurden um den Faktor 10 bis 10° mit
frischem Wachstumsmedium verdiinnt und je eine Schale mit 1 ml einer Verdiinnungsstufe wie

unter [11.2.9.2 beschrieben infiziert.
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Im Falle der konstitutiv exprimierenden Konstrukte pQCeCFPIP und pQCAGeCFPIP wurde
24 Stunden nach der Infektion das Medium durch frisches Wachstumsmedium ersetzt und weitere
24-48 Stunden spiter infizierte Kolonien unter dem Fluoreszenzmikroskop gezahlt. Im Falle der
Konstrukte, welche die Fluoreszenzproteine unter der Kontrolle spezifischer Promotoren
exprimieren, wurde das Medium nach 24 Stunden durch Selektionsmedium ersetzt (100 pg/ml
Zeocin, Invivogen, USA) und im Weiteren alle 48 Stunden gewechselt. Nach 10 bis 12 Tagen

wurden resistente Kolonien unter dem Lichtmikroskop ausgezahlt.

II1.2.9 Transfektion

III.2.9.1 Polymer-basierte Transfektion

Die transiente Transfektion eukaryotischer Zellen erfolgte mit Hilfe des Polymer-basierten
Transfektionsreagenzes ExGen 500 (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot). Dabei handelt es sich um
cine sterile Losung von linearen Polyethylenimin-Molekiilen (22kDa) in Wasser. Die Durch-

fihrung der Transfektion erfolgte nach den Angaben des Herstellers.

III.2.9.2 Infektion mit rekombinanten MMLV-Partikeln

Fur die Infektion von NIH3T3-Zellen wurden die Zellen am Vortag mit einer Dichte von
5:10° Zellen/cm?* ausgelegt. Die Infektion erfolgte in der Regel tiber Nacht in Wachstumsmedium
mit 4 pg/ml Polybren (Sigma-Aldrich, Miinchen).

Fur die Infektion von ES-Zellen wurden am Vortag 2,5-10° Zellen in gelatinisierten 35 mm-
Zellkulturschalen ausgelegt. Fiir die Infektion wurden bis zu 1,5 ml gefillte und in ES-Medium
resuspendierte Viren eingesetzt. Die Infektion erfolgte fir 2 Stunden mit 8 pg/ml Polybren. Im

Anschluss wurde das Medium durch frisches ES-Medium ersetzt.

II1.2.9.3 Elektroporation von ES-Zellen

Eine subkonfluente Kultur von ES-Zellen wurde trypsiniert, vereinzelt und in ES-Medium

resuspendiert. Pro Elektroporationsansatz wurden 1-107 Zellen in ein steriles Zentrifugenréhrchen
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tiberfihrt und zuerst zweimal mit je 10 ml eiskaltem PBS und anschliefend einmal mit 10 ml
ciskaltem Elektroporationspuffer (EP-Puffer; 137 mM NaCl, 5 mM KCl, 6 mM Glukose, 0,7 mM
Na,HPO;, 20 mM HEPES, pH 7,0) gewaschen und schlieflich in 700 ul EP-Puffer resuspendiert.
Es wurde ca. 100 pg linearisierter, gereinigter Vektor zugegeben, vorsichtig gemischt, die Zellen in
eine 4 mm-Elektroporationskiivette tberfihrt und fir 10 min auf Eis inkubiert. Die Elektro-
poration erfolgte bei 240V, 500 uF mit einem GenPulser II (Bio-Rad Laboratories, USA). Die
Zellen wurden erneut fiir 10 min auf Eis inkubiert, anschliefend in warmem ES-Medium

resuspendiert und auf drei gelatinisierten 10 cm-Zellkulturschalen ausgelegt.

III.2.10  Selektion stabil transfizierter ES-Zellklone

24 Stunden nach Transfektion wurden die ES-Zellen wie unter I11.2.3.1 beschrieben passagiert und
das Medium durch ein Selektionsmedium ersetzt (20 pug/ml Zeocin in ES-Medium, Invivogen,
USA). Das Medium wurde im Anschluss mindestens alle 48 Stunden durch neues
Selektionsmedium ersetzt, bis nach 10 bis 14 Tagen resistente Kolonien mit dem bloflen Auge
sichtbar waren. Die Zellen wurden 1-mal mit PBS gewaschen. Morphologisch einwandfreie
Kolonien wurden mit einer sterilen Pipettenspitze abgeschabt, in 25 ul Trypsin/EDTA-Lésung
(0,5 g/l Trypsin, 0,2 g/l EDTA in PBS; PAA Laboratories, Osterreich) iiberfithrt und fiir S min bei
37 °C inkubiert. AnschlieSend wurden die Zellen durch mehrmaliges Aufsaugen und Ausblasen mit
der Pipette in 250 ul Selektionsmedium vereinzelt und in ein Well einer zuvor gelatinisierten
48-Well-Platte ausgelegt. Nach 3 Tagen wurden die Zellen auf je ein Well zweier 24-Well-Platten
passagiert und die Zeocin-Konzentration im Medium auf 10 pg/ml reduziert. Eine Platte diente der
Weiterzucht der Zellen. Aus den Zellen der anderen Platte wurde genomische DNA isoliert, um die
Klone auf die Integration der gewiinschten Sequenzen hin zu tberprifen. Um eine klonale
Abstammung zu gewihrleisten, wurden relevante Klone verdiinnt und aus einer einzelnen Zelle

erneut hochgezogen.

III.2.1n  Genotypisierung selektionierter Zellklone

Die Genotypisierung nach Transfektion selektionierter Klone erfolgte mittels PCR. Da die

transfizierte DNA  keinerlei Elemente trug, die ecine extrachromosomale Replikation in
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cukaryotischen Zellen ermoglichen, konnte davon ausgegangen werden, dass nach der Selektio-
nierung nachweisbare Sequenzen in das Genom integriert wurden. Dabei wurde nach viraler
Transfektion ebenfalls davon ausgegangen, dass nach einer erfolgreichen Infektion der Zellen und
einer Expression des Resistenzgens die gesamte zwischen den LTRs gelegene Sequenz integriert
wurde. In diesem Fall wurde die Integration der gewiinschten Sequenzen ausschlieflich tiber den
Nachweis der fir die Fluoreszenzproteine kodierenden Sequenzen tberprift. Im Falle der durch
Elektroporation der pPROSA26-1-Konstrukte erzeugten Zellklone kann es trotz der Negatiselektion
durch das Difterie-Toxin A-Genfragment auch zur Selektion durch nicht-homologe Rekombi-
nationsereignisse entstandener Klone kommen. In diesem Falle ist es méglich, dass trotz eines
positiven Nachweises der fir die Fluoreszenzproteine kodierenden Sequenzen entscheidende
regulatorische Elemente der vorangeschalteten Promotor-/Enhancer-Bereiche nicht in das Genom
der Zellen integriert wurden. Aus diesem Grund wurde eine zweite PCR mit einem Primerpaar
durchgefiihrt, welches zum einen im Bereich des ROSA26-Lokuses, zum anderen in der zu
integrierenden Sequenz band. Uber die Gréfe des erhaltenen Produkts konnte so eine Aussage
dariiber gemacht werden, ob der gesamte Bereich integriert wurde. Um die Integritit der
genomischen DNA sicherzustellen, wurde als Kontrolle zusitzlich eine PCR mit Primern
durchgefihrt, die in der Sequenz des B-Tubulin-Gens banden. Die fur die einzelnen Sequenzen

verwendeten Primerpaare und Annealing-Temperaturen konnen aus Tabelle 6 entnommen werden.

Die zugehorigen Sequenzen sind unter Abschnitt I1.6 angegeben. Die PCR wurde wie unter IIL1.1
beschrieben durchgefithrt. Es wurde etwa 0,5-1 pg genomische DNA als Matrize eingesetzt. Die
Anzahl der Zyklen betrug 34.

Tabelle 6: Verwendete Primerpaare zum Nachweis der integrierten Sequenzen

Nachzuweisende Sequenz Verwendetes Primerpaar
nucGFP nucGFP_.FW_G / nucGFP_BW_G
DsRed2 DsRed2_FW_G / DsRed2.BW_G
eCFP EXFP_.FW_G / EXFP_BW_G
TTR-Promotor/Enhancer TTRPr-BW.G / pROSA_BW
ALB-Promotor/Enhancer pROSA_FW / 2335A1-RSeq
G6Pase-Promotor G6Pr_BW_Not / pROSA_-BW
B-Tubulin b_tub_FW / b_tub_BW
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III.2.12  Differenzierung der ES-Zellen zu Hepatozyten

III.2.12.1 Differenzierung in embryoid bodies

Die Differenzierung muriner ES-Zellen zu Hepatozyten in embryoid bodies (EBs) erfolgte in
Anlehnung an das 2001 von Hamazaki et al. publizierte Protokoll (Hamazaki et al., 2001). Wenn
nicht anders angegeben, wurden hierfir frisch trypsinierte ES-Zellen einmal mit PBS gewaschen und
in Iscoves Basal Medium (Biochrom AG, Berlin) mit 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin,
100 mg/ml Streptomycin (PAA Laboratories, Osterreich), 300 uM Monothioglycerol (Sigma-
Aldrich, Minchen) und 20% (v/v) FCS (Biochrom AG, Berlin) resuspendiert
(Differenzierungsmedium) und auf 3,75-10* Zellen/ml verdiinnt (Tag 0). Anschliefend wurden je
20 ul der Zellsuspension als Tropfen an die Unterseite des Deckels einer mit PBS gefiillten
Zellkulturschale pipettiert (entspricht 750 Zellen pro Tropfen) und fiir 2 Tage im Zellkultur-
brutschrank inkubiert (Abbildung 9).

Abbildung 9: Kultivierung von Zellen mit der hanging drop-Methode

Die in den Tropfen entstanden EBs wurden geerntet und fir weitere 3 Tage in unbehandelten
Kunststoff-Petrischalen kultiviert, um ein Anhaften am Boden zu verhindern. An Tag 5 wurden die
EBs auf mit Kollagen Typ I beschichteten Zellkulturschalen ausgelegt (ca. 1 EB/cm* Wachstums-
fliche) und firr den Rest des Differenzierungsprozesses das Medium spitestens alle zwei Tage
gewechselt. Um eine Differenzierung der Zellen zu reifen Hepatozyten zu stimulieren, wurden dem
Medium zu unterschiedlichen Zeiten spezifische Wachstumsfaktoren zugesetzt. Dabei handelte es

sich, wenn nicht abweichend beschrieben, um 100 pg/ml FGF-1 von Tag 2-10, 20 ng/ml HGF von
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Tag 10-18 (tebu-Bio, Offenbach) und 10 ng/ml Oncostatin M, 1077 M Dexamethason und
ITS-Supplement (5 pg/ml Insulin, 5 ug/ml Transferrin und 5 ng/ml Selensiure) von Tag 15-18
(Sigma-Aldrich, Miinchen). In einigen Experimenten wurde zusitzlich 20 ng/ml FGF-4 (tebu-Bio,
Offenbach) oder synthetischer Serumersatz (Biochrom AG, Berlin) zugegeben.

III.2.12.2 Differenzierung in Monolayer-Kultur

Die Differenzierung muriner ES-Zellen zu Hepatozyten-Vorldufern in Monolayer-Kultur erfolgte in

verkiirzter und leicht verinderter Weise nach dem Protokoll veroffentlicht von Teratani und
Koautoren im Jahr 2005 (Teratani et al, 2005). ES-Zellen wurden, wenn nicht anders angegeben,
fur 3 Tage auf gelatinisierten Platten in ES-Medium ohne LIF mit 107 M all-zrans-Retinsidure
kultiviert. Die Zellen wurden passagiert und mit einer Dichte von 5.10°-1.10* Zellen/cm? in
ES-Medium ohne LIF auf kollagenisierten Platten ausgelegt. Zum Medium wurde 100 ng/ml FGF-1
(aFGF), 20 ng/ml FGF-4 und 50 ng/ml HGF (tebu-bio, Offenbach) zugegeben und die Zellen fiir
5 Tage unter diesen Bedingungen gezogen. Dabei wurde das Medium spitestens alle 2 Tage durch
frisches Medium mit Faktoren ersetzt. An Tag 8 wurden die Faktoren durch 10 ng/ml Onco-

statin M ersetzt und die Zellen fur weitere zwei Tage kultiviert.

III.2.13  Fixierung von Zellen

Zellen in Monolayer-Kultur wurden zuerst fiir 30 min mit 4 % (w/v) Formaldehyd in PBS bei RT
und anschlieend fiir 10 min mit eiskaltem Ethanol (100 %) fixiert. Die Formaldehyd-Fixierung
von EBs erfolgte aufgrund ihrer Grofle fiir mindestens 60 min bei 4 °C. Die anschliefende Ethanol-

Fixierung erfolgte wie oben beschrieben.

III.3 Immunologische Methoden

III.3.1 Immunfluoreszenzfirbung

Sollte die Expression von Genen durch Detektion ihrer Genprodukte auf Zellebene untersucht

werden, wurde die Synthese der entsprechenden Proteine durch indirekte Immunfluoreszenz-
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firbung untersucht. Hierfir wurden die Zellen (bzw. embryoid bodies) auf, wenn nétig,
beschichteten Deckglischen (CARL ROTH, Karlsruhe) in 24-Well-Platten ausgelegt. Die Zellen
wurden wie unter II1.2.13 beschrieben fixiert, dreimal fiir 10 min mit PBS-T (0,05 % (v/v)
Tween-20 in PBS) gewaschen und fiir 45 min mit Rinderserumalbumin (10 % (w/v) BSA
Fraktion V in PBS-T; PAA Laboratories, Osterreich,) bei RT blockiert. Die Inkubation der Zellen
mit den spezifischen primiren Antikdrpern erfolgte ebenfalls in 10 % (w/v) BSA in PBS-T (2 h bei
RT bzw. @w.N. bei 4°C). Die Detektion gebundener Primirantikorper erfolgte mittels speziesspe-
zifischer, fluorophorgekoppelter Sekundirantikérper fiir 2 h bei RT in 10 % (w/v) BSA in PBS-T.
Nach jeder Inkubation mit Antikorpern wurden die Zellen finfmal fur 5 min mit PBS-T
gewaschen. Die Fiarbung der Zellkerne erfolgte mit DAPI (Sigma-Aldrich, Miinchen) bzw. Toto-3
(Molecular Probes, USA). DAPI wurde in einer Konzentration von 1 pg/ml wihrend der Fixierung
mit eiskaltem Ethanol, Toto-3 in einer Konzentration von 2 uM wihrend der Inkubation der Zellen

mit seckundiren Antikorpern zugegeben.

II1.3.2 Fluoreszenzmikroskopie

Die Detektion der Fluoreszenzproteine bzw. durch indirekte Immunfluoreszenzfirbung angefirbter
Proteine erfolgte entweder an einem Leitz DM RBE-Fluoreszenzmikroskop (Leitz, Wetzlar) oder
an einem LSM510 META konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (Zeiss, Jena). Die am LSM 510
META zur Anregung bzw. Detektion der einzelnen Fluorophore und Fluoreszenzproteine

verwendeten Wellenldngen sind aus Tabelle 7 zu entnehmen.

Tabelle 7: Anregung und Detektion der verschiedenen Fluorophore/Fluoreszenzproteine am LSM 510 META

Fluorophor /Fluoreszenzprotein Anregungswellenlinge Detektion

FITC 488 nm 509 NM — 552 NM
Cy’™ 543 Nm 560 NM — 650 NM
Cy"™ 633 NmM 649 NM — 745 Nm
Toto-3 633 Nm 649 nm — 745 nm
nucGFP 488 nm 505 NM — 550 NM
eCFP 458 nm 467 NM =499 nm
DsRed2 543 NmM 563 NmM —627 nm
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II1.3.3 Durchflusszytometrie

Zur Uberpriifung der Synthese der Fluoreszenzproteine in differenzierten ES-Zellen kam auch die
Durchflusszytometrie (fluorescence activated cell sorting, FACS) zum Einsatz. Hierfiir wurden die
Zellen mit PBS gewaschen, fiir 5 min. mit Trypsin/EDTA-Lésung (0,5 g/l Trypsin, 0,2 g/l EDTA
in PBS, PAA Laboratories, Osterreich) bei 37 °C von der Oberfliche des Zellkulturgefifles abgelost
und die Reaktion anschlieffend mit 10 % (v/v) FCS in PBS abgestoppt. Um die Zellen vollstindig zu
vereinzeln, wurden sie anschlieBend mit einer Spritze mehrmals durch cine @ 0,9 mm-Nadel
gezogen, sedimentiert und in kaltem PBS aufgenommen. Die Messung erfolgte an einem
FACSCalibur der Firma BD Bioscience (USA), die Auswertung der Daten mit Hilfe der Software
CellQuest Pro (ebenfalls BD Bioscience).
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v Ergebnisse

IVa Etablierung einer von Feeder-Zellen unabhéngigen ES-Zellkultur -
Uberpriifung unterschiedlicher Chargen fetalen Kalberserums

Das Wachstum und der Differenzierungszustand von ES-Zellen sind stark abhingig von der
verwendeten Charge an fetalem Kilberserum (FCS). Dies gilt vor allem fiir ES-Zellen, welche unter
feeder-freien Bedingungen kultiviert werden. Um fir weitere Versuche optimale Ausgangs-
bedingungen zu schaffen, ist es deshalb wichtig, eine geeignete FCS-Charge zu finden. Aus diesem
Grund wurden FCS-Priparationen unterschiedlicher Hersteller und Chargen auf ihre Fahigkeit
getestet, das Wachstum undifferenzierter ES-Zellen zu fordern. Hierfir wurden frische Zellen
aufgetaut und bei geringer Dichte (ca. 2,5-10° Zellen/cm?) in Medien mit unterschiedlichen FCS-
Chargen ausgelegt. Nach 7 Tagen wurden die Kulturen unter dem Mikroskop ausgewertet und
anhand der Anzahl, Grofle und Morphologie der entstandenen Kolonien bewertet. Undifferenzierte

ES-Zellen zeigen dabei kompakte Kolonien mit scharfen Rindern (Abbildung 10).
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Kernfarbung (DAPI)
&

Abbildung 11: Differenzierungszustand der ES-Zellkultur. CGR8-ES-Zellen wurden fiir mehrere Passagen in
Medium mit der Serumcharge 627EE der Firma Biochrom AG kultiviert. B Indirekte Immunfluoreszenzfarbung auf
Oct-3/4. Nach 4 Passagen wurden Zellen auf Objekttragern ausgelegt, fixiert und die Kerne mittels DAPI gefarbt.
Es erfolgte eine Markierung Oct-3/4-positiver Zellen mit einem Maus-anti-Oct-4-Antikorper und einem Cy*™-
gekoppelten Ziege-anti-Maus-IgG als Sekundirantikérper (gelb). Die Uberlagerung beider Signale (griin) zeigt
eine fast vollstandige Deckung. B Bestimmung der alkalischen Phosphatase-Aktivitdt nach klonaler Subkulti-
vierung (Passage 20). Ein Grolteil der Zellen zeigt eine hohe Enzymaktivitdt und wird von der NBT/BCIP-Losung
angefirbt (violetter Niederschlag). B RT-PCR zur Uberpriifung der Expression entodermaler (TTR, AAT) und
leberspezifischer (AFP, ALB, G6P, TAT) Markergene. Die PCR liefert kein Signal mit der cDNA aus den ES-Zellen.
Als Positivkontrolle diente cDNA aus Lebergewebe einer adulten Maus.

Uberlagerung

Leber
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Zellen, die unter Verwendung der Serumcharge 627EE der Firma Biochrom AG kultiviert wurden,
zeigten dabei die grofSte Anzahl morphologisch einwandfreier Kolonien.

Zur Klarung, ob die gewihlte Serumpriparation eine Kultivierung undifferenzierter ES-Zellen tiber
mehrere Passagen hinweg ermdglicht, wurde zu spiteren Zeitpunkten eine indirekte Immun-
fluoreszenzfirbung auf Oct-3/4 (Abbildung 11A) bzw. eine Bestimmung der alkalischen Phospha-
tase-Aktivitit (Abbildung 11B) durchgefithrt. Sowohl die Synthese von Oct-3/4 (Scholer et al.,
1989) als auch cine hohe alkalische Phosphatase-Aktivitit (Wobus et al., 1984; Pease et al., 1990)
sind Marker fir pluripotente ES-Zellen. Beide Verfahren zeigten einen sehr hohen Anteil un-
differenzierter Zellen in den Kulturen. Auch eine Uberpriifung der Expression der differenzierungs-
spezifischen Markergene fiir Transthyretin (TTR) und a-1-Antitrypsin (AAT) als entodermale
Marker, fiir a-Fetoprotein (AFP) und Albumin (ALB) als frithe leberspezifische Marker sowie
Glukose-6-Phosphatase (G6P) und Tyrosinaminotransferase (TAT) als spite Lebermarker zeigt in
der RT-PCR in Ubereinstimmung dazu negative Ergebnisse (Abbildung 11C).

IV.2 Etablierung und Optimierung von Differenzierungsprotokollen

IV.2.a Differenzierung in embryoid bodies

IV.2.1.1  Einfluss des Zeitpunktes der Zugabe der verschiedenen Wachstumsfaktoren

Hamazaki und Koautoren setzen ihrem System verschiedene Faktoren zu, um eine Differenzierung
der Zellen zu Hepatozyten zu erreichen (Hamazaki et al., 2001). FGF-1 soll zwischen Tag 9 und 12
cine Spezifizierung der Zellen entlang der hepatischen Linie unterstiitzen. HGF soll ab Tag 12 die
Proliferation der Hepatoblasten fordern, wihrend OSM, Dexamethason und ITS-Supplement ab
Tag 15 zu ciner Reifung der Hepatozyten fithren sollen (siche 1.4.1, Abbildung 7).

Betrachtet man unterschiedliche Veréffentlichungen miteinander vergleichbarer iz vitro-Difteren-
zierungsprotokolle, so zeigt sich, dass das Auftreten der Expression verschiedener Differenzierungs-
marker zeitlich oft stark variiert. Verantwortlich hierfiir wird neben moglichen Unterschieden in
den Kultivierungsbedingungen der undifferenzierten ES-Zellen oft die verwendete Zelllinie

gemacht. Um die Bedingungen des Differenzierungsprotokolls und die Zeitpunkte der Zugabe der
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einzelnen Faktoren optimal auf die verwendeten CGRS8-ES Zellen abzustimmen, wurde untersuche,
zu welchem Zeitpunkt die Expression leberspezifischer Markergene erstmals nachzuweisen ist.
Dafiir wurden die Zellen wie unter IT1.2.12.1 beschrieben kultiviert. Eine Zugabe externer Faktoren
fand nicht statt. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurde die Gesamt-RNA extrahiert und mittels
RT-PCR die Expression spezifischer Markergene analysiert. Bereits an Tag 8 kann eine Expression
der leberspezifischen Markergene fiir a-Fetoprotein und Albumin nachgewiesen werden, die bis
Tag 18 stark zunimmt (Abbildung 12). Eine Expression der spiten Markergene fiir Glukose-6-
Phosphatase bzw. Tyrosinaminotransferase wird unter diesen Bedingungen zu keinem Zeitpunkt

detektiert. Undifferenzierte ES-Zellen zeigen keine Expression dieser Markergene.

Abbildung 12: Markergenexpression in differenzierenden CGR8-ES-Zellen ohne die Zugabe externer
Faktoren. CGR8-Zellen wurden wie unter II1.2.12.1 kultiviert, eine Zugabe externer Faktoren fand jedoch nicht
statt. An Tag 8 (EBs d8) bzw. nach Beendigung des Differenzierungsprotokolls (EBs d18) wurde RNA isoliert und
eine RT-PCR auf die Expression differenzierungsstadienspezifischer Markergene durchgefiihrt. Bereits an Tag 8 ist
die Expression leberspezifischer Markergene (AFP, ALB) nachzuweisen. Die Expression nimmt bis Tag 18 stark zu.
Die Expression spdter Marker (TAT, G6P) konnte zu keinem Zeitpunkt gezeigt werden. (-): RNA aus un-
differenzierten ES-Zellen; (+): RNA aus der Leber einer adulten Maus.

Es kommt somit schon vor dem 8. Tag zu einer Determinierung von Zellen in Richtung
Hepatozyten. Deshalb wurde untersucht, ob eine frithere Zugabe von FGF-1 und eine ebenfalls
vorgezogene Gabe von HGF ecinen positiven Einfluss auf die Expression leberspezifischer
Markergene haben. Hierftir wurden zwei parallele Ansitze durchgefiihrt: Bei Ansatz 1 wurde FGF-1
von Tag2-10 und HGF ab Tag 10 des Differenzierungsprotokolls zugegeben. Bei Ansatz 2 erfolgte
die Faktorenzugabe wie im Originalprotokoll von Hamazaki und Koautoren beschrieben (FGF-1
von Tag 9-12, HGF ab Tag 12). Nach Beendigung der Differenzierungsprotokolle (Tag 18) wurde
RNA isoliert und die Expression spezifischer Markergene mittels RT-PCR untersucht. Es zeigte
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sich, dass unter den verinderten Bedingungen alle untersuchten Gene stirker exprimiert werden
(Abbildung 13). Vor allem die leberspezifischen Gene fiir Albumin und Glukose-6-Phosphatase

zeigen eine deutlich gesteigerte Expression, die Steigerung der 7a#-Expression wiederum ist kaum

darzustellen. Selbst die Gene der frithen entodermalen Marker Transthyretin (TTR) und
a-1-Antitrypsin (AAT), welche jedoch ebenfalls in der adulten Leber gebildet werden, zeigen ein

erhohtes Expressionslevel.
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Abbildung 13: Einfluss des Zeitpunktes der Faktorenzugabe auf den Differenzierungsprozess. Gezeigt ist die
Expression entodermaler (TTR, AAT) sowie friiher (AFP, ALB) und spater (TAT, G6P) leberspezifischer Gene nach
Verdnderung des zeitlichen Ablaufs der Faktorenzugabe (FGF-1 von Tag 2—10, HGF von Tag 10—-18; Spur1) und
nach Abschluss des Original-Differenzierungsprotokolls (FGF-1 von Tag g—12, HGF von Tag 12—18; Spur 2). Eine
vorgezogene Zugabe von FGF-1 und HGF fiihrt zu einer gesteigerten Expression aller tberpriiften Gene. Als
Negativkontrolle (-) dienten undifferenzierte ES-Zellen, als Positivkontrolle (+) Lebergewebe einer adulten Maus.
M: DNA-GroRenstandard.

IV.2.1.2  Einfluss von FGF-4 auf die Differenzierung zu hepatozelluldren Vorlaufer

FGF-4 unterstitzt neben FGF-1 und HGF die Bildung Albumin-positiver Zellen aus murinen ES-

Zellen in Monolayer-Kultur (Teratani et al., 2005). Es ist somit denkbar, dass FGF-4 auch iz vivo an

der Spezifizierung hepatischer Vorlduferzellen beteiligt ist. Um zu tiberpriifen, ob FGF-4 auch bei

der EB-basierten iz vitro-Differenzierung zu hepatozytenihnlichen Zellen einen positiven Effekt

besitzt, wurde zum ungefihren Zeitpunke der Spezifizierung (d5-10) dem Differenzierungsmedium

in einem parallelen Ansatz neben FGF-1 auch FGF-4 zugesetzt. An Tag 10 des Differenzierungs-
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protokolls wurde die RNA der Zellen isoliert und mittels RT-PCR die Expression des Albumingens

untersucht. Der zusitzliche Einsatz von FGF-4 fihrt dabei zu einer vergleichsweise geringeren 4/5-

Expression als bei alleiniger Gabe von FGF-1 (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Einfluss von FGF-4 auf die Entstehung Albumin-positiver Zellen. Die Zellen wurden wie unter
III.2.12.1 beschrieben kultiviert. Von Tag s—10 wurde dem Differenzierungsmedium FGF-1 und FGF-4 (FGF-4+) bzw.
nur FGF-1 (FGF-4-) zugesetzt. An Tag1o wurde die Expression des Albumingens mittels RT-PCR Uberprift. Die
gleichzeitige Gabe von FGF-4 und FGF-1 fiihrt zu einer verminderten Expression verglichen mit der alleinigen
Zusetzung von FGF-1 zum Differenzierungsmedium. Als Positivkontrolle (+) diente Lebergewebe einer adulten
Maus.

IV.2.1.3  Einfluss des Serums auf den Differenzierungsprozess

IV.2.1.3.1  Einfluss eines zeitlich begrenzten Serumentzugs auf die Entstehung Albumin-
positiver Zellen

Kubo et al. zeigten 2004, dass cin zeitlich begrenzter Serumentzug die Entstechung entodermaler
Zellen in EBs fordern und so zu einer gesteigerten Differenzierung entlang der hepatischen Linie
filhren kann (Kubo et al., 2004). Um zu tiberpriifen, ob diese Methode auch zu einer verbesserten
Effizienz des hier etablierten Differenzierungsprotokolls fithren konnte, wurden die Zellen wie
beschrieben zwischen Tag2,5 und Tagé der Differenzierung unter serumfreien Bedingungen
gehalten. Der anstelle des Serums eingesetzte synthetische Serumersatz wurde in der doppelten
Konzentration verwendet wie vom Hersteller angegeben, um ein vergleichbares Wachstum der EBs
zu erreichen. Die Zugabe von FGF-1 zum Differenzierungsmedium erfolgte erst nach erneuter
Serumgabe an Tag 6. An Tag 10 wurde die RNA isoliert und mittels RT-PCR das Expressionslevel
des Albumingens untersucht. Als Kontrolle dienten Zellen, die wihrend der gesamten Zeit dem

Einfluss von Serum ausgesetzt waren. Entgegen der von Kubo ez al. beschriebenen Effekte fithrt der

Serumentzug zu einer erheblich reduzierten Expression des Albumingens (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Einfluss eines zeitlich begrenzten Serumentzugs auf die Expression von Albumin in
differenzierenden ES-Zellen. Die Zellen wurden zwischen Tag 2,5 und Tagé6 ihrer Differenzierung in EBs in
Anwesenheit von Serum (FCS d2,5-6) bzw. Serumersatz (SE d2,5-6) kultiviert. An Tag 10 des Differenzierungs-
protokolls wurde die RNA isoliert und eine RT-PCR mit Alb-spezifischen Primern durchgefiihrt. Der Serumentzug
fuhrt zu einer deutlich verringerten Expression des Albumingens.

IV.2.1.3.2 Einfluss des verwendeten Kilberserums auf die Expression
entwicklungsspezifischer Differenzierungsmarker

Das bei der Kultivierung eukaryotischer Zellen haufig eingesetzte Kilberserum enthilt eine Vielzahl
schlecht definierter Bestandteile, wie beispielsweise Wachstumsfaktoren, deren Zusammensetzung
und Konzentrationen zwischen einzelnen Priparationen oft stark variiert. Um etwas iiber die Rolle
des verwendeten Kailberserums fir den Differenzierungsprozess und mdogliche Unterschiede
verschiedener Serumchargen zu erfahren, wurde das Differenzierungsprotokoll mit einer zweiten
Priparation fetalen Kilberserums durchgefihrt. Um dabei méglichst definierte Bedingungen zu
schaffen, wurde ecine standardisierte Serumpriparation gewihlt, die durch Separation der
Proteinbestandteile und anschliefende definierte Rekonstitution der Fraktionen hergestellt wird
(FCS-GOLD, PAA Laboratories, Osterreich). Dadurch wird eine chargenunabhingige
Zusammensetzung erreicht.

Der Einsatz dieser Serumpriparation fithrt zu einem drastischen Rickgang leberspezifischer
Genexpression nach Beendigung des Differenzierungsprotokolls (Abbildung 16). Auch ist cine
deutliche Anderung in der Menge entodermaler RNA-Spezies die Folge. Interessanterweise ist dabei
die Expression des a-1-Antitrypsin-Gens stark verringert, die Menge an Transthyretin-RNA jedoch
deutlich erhoht. Der beobachtete Riickgang der leberspezifischen Genexpression geht mit einem
verzogerten Auftreten von Kardiomyozyten in den differenzierenden Kulturen einher. Wihrend bei
der standardmiflig verwendeten FCS-Charge an Tag9 bereits 100 % der ausgelegten EBs Bereiche
mit spontan kontrahierenden Zellen aufweisen, sind unter den geinderten Serumbedingungen zu

diesem Zeitpunkt noch keine zu erkennen. Zwar kommt es ca. ab Tag12 auch hier zu einer
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langsamen Zunahme von Kardiomyozyten-Vorlaufern, jedoch bleiben auch bis zum Abschluss des

Differenzierungsprotokolls eine Reihe der EBs negativ.
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Abbildung 16: Einfluss des verwendeten Kilberserums auf die Expression entwicklungsspezifischer
Differenzierungsmarker. CGR8-ES-Zellen wurden wie unter III.2.12.1 beschrieben kultiviert, um eine
Differenzierung zu Hepatozyten zu erreichen. In parallelen Ansdtzen wurden zwei unterschiedliche
Serumprdparationen fiir die Herstellung des Differenzierungsmediums verwendet. Nach Beendigung des
Differenzierungsprotokolls an Tagi8 wurde die RNA isoliert und die Expression differenzierungs-
stadienspezifischer Gene mittels RT-PCR untersucht. Der Einsatz einer durch Separation der Proteinbestandteile
und anschlieRende definierte Rekonstitution der Fraktionen hergestellten standardisierten Serumpraparation
(FCS-GOLD, PAA Laboratories, Osterreich; Spur 2) flhrt verglichen mit der Ublicherweise verwendeten FCS-
Charge (Biochrom AG, Berlin; Spur1) zu einem starken Riickgang der Expression samtlicher Differenzierungs-
marker mit Ausnahme des TTR-Gens. Als Negativkontrolle (-) dienten undifferenzierte ES-Zellen, als
Positivkontrolle (+) Lebergewebe einer adulten Maus. M: DNA-Grokenstandard.

Auch nach der Geburt kommt es in der Leber noch zu einer weiteren Reifung der Hepatozyten und
zu deutlichen Anderungen in ihrem Expressionsmuster (Nemeth, 1954; Burch, 1963; Burch et al,,
1963; Greengard, 1969; Greengard et al., 1972; Panduro et al., 1987). Da gezeigt werden konnte,
dass Bestandteile des eingesetzten Kilberserums einen nicht unerheblichen Einfluss auf den

Differenzierungsprozess besitzen, wurde versucht, durch die Verwendung eines aus neugeborenen
Kilbern gewonnenen Serums (zewborn calf serum, NCS) cine zusitzliche Reifung der generierten
Hepatozyten zu erreichen. Hierfir wurden die Zellen nach Beendigung des reguliren
Differenzierungsprotokolls fiir weitere vier Tage in Anwesenheit von Faktoren (HGF, OSM, DEX,
ITS) kultiviert. In einem parallelen Ansatz wurde das im Differenzierungsmedium standardmifig
verwendete FCS durch NCS ersetzt. Im Anschluss wurde die Expression des Glukose-

6-Phosphatase-Gens als spater Differenzierungsmarker untersucht.
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Der Einsatz von NCS fithrt zu einer deutlichen Steigerung der Menge an G6Pase-spezifischer

mRNA (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Einfluss von NCS auf die Glukose-6-Phosphatase-Expression. EBs wurden nach Abschluss des
Standard-Differenzierungsprotokolls fiir weitere vier Tage in Anwesenheit von HGF, OSM, DEX und ITS kultiviert.
In einem Ansatz wurde dabei das FCS durch NCS ersetzt. Im Anschluss wurde RNA isoliert und die Expression des
G6Pase-Gens mittels RT-PCR analysiert. Der Wechsel des Serums zu NCS fiihrt dabei zu einer gesteigerten
Genexpression. Als Positivkontrolle fiir die PCR (+) diente cDNA aus adulter Mausleber. RT+: RT-Positiv-Ansatz;
RT-: RT-Negativ-Ansatz der entsprechenden cDNA-Synthese.

IV.2.2 Differenzierung in Monolayer-Kultur

IV.2.2.1  Einfluss von Retinsdure und leukemia inhibitory factor auf die Entstehung
entodermaler Zelltypen in Monolayer-Kultur

Teratani und Koautoren veréffentlichten 2005 ein Protokoll, welches die Differenzierung muriner
ES-Zellen zu hepatozytenihnlichen Zellen in Monolayer-Kultur erméglicht (Teratani et al., 2005).
Der erste Schritt ist dabei die durch all-zranms-Retinsdure (RS) induzierte Differenzierung zu
entodermalen Zelltypen in Anwesenheit von LIF. Da sich die Kultivierungsbedingungen der
undifferenzierten ES-Zellen von denen in dieser Arbeit deutlich unterscheiden (Kultivierung auf
mitotisch inaktivierten Feeder-Zellen anstatt auf mit Gelatine beschichteten Platten und 100 U/ml
LIF anstatt 1000 U/ml), wurde der Einfluss von RS in Abhingigkeit der LIF-Konzentration auf die
Entstehung entodermaler Zelltypen in der Kultur untersucht. Hierfiir wurden undifferenzierte
ES-Zellen fir 3 Tage in ES-Medium mit unterschiedlichen Mengen an LIF kultiviert. Zu einigen
Ansitzen wurde zusitzlich 10®* M all-#7ans-Retinsiure gegeben. Anschliefend wurden die Zellen wie
unter II1.2.12.2 beschrieben weiterkultiviert und an Tag 4 des Differenzierungsprotokolls die
Expression des Transthyretingens als entodermaler Marker untersucht. Die Anwesenheit von all-
trans-Retinsiure im Medium zeig sich dabei als essentiell fiir die Expression (Abbildung 18A). LIF

hat einen konzentrationsabhingigen, negativen Einfluss auf die Markerexpression. Eine dem-
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entsprechende Anderung des Differenzierungsprotokolls beeintrichtigt nicht die Fihigkeit der
Zellen, zu hepatozytenihnlichen Zellen zu differenzieren (Abbildung 18B).
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Abbildung 18: Einfluss von Retinsidure und LIF auf die Differenzierung in Monolayer-Kultur. B8 CGR8-ES-Zellen
wurden wie unter III.2.12.2 beschrieben fiir 3 Tage in Anwesenheit unterschiedlicher LIF-Konzentrationen
kultiviert. Bei einigen Ansdtzen wurde zusdatzlich auf Retinsdure (RS) im Differenzierungsmedium verzichtet. An
Tag 4 des Differenzierungsprotokolls wurde Gesamt-RNA isoliert und der Level der Ttr-Expression mittels RT-PCR
untersucht. Ohne RS kommt es zu keiner Expression des entodermalen Markergens. LIF hat einen
konzentrationsabhangigen, negativen Einfluss. B Nach Abschluss des entsprechend verdnderten Differen-
zierungsprotokolls (Tag10) wurde ebenfalls die Gesamt-RNA isoliert und auf die Anwesenheit leberspezifischer
RNAs untersucht. Unter den neuen Kultivierungsbedingungen differenzieren die Zellen weiterhin zu hepatozyten-
dhnlichen Zellen. RT-: Tag10-RT-Negativ-Ansatz, RT+:Tag10-RT-Positiv-Ansatz (cDNA), +: cDNA aus Leber-
gewebe.

LN

IV.2.3 Zwischenzusammenfassung 1

Die Ergebnisse zur Etablierung und Optimierung des EB-basierten Differenzierungsprotokolls
zeigen, dass eine Anpassung der Bedingungen — im Speziellen der Zeitpunkte der Faktorenzugabe
sowie der verwendeten Kilberseren — einen deutlichen Einfluss auf die Expression leberspezifischer
Markergene hat. Weder ein zeitlich begrenzter Serumentzug noch die Zugabe von FGF-4, wie sie in
anderen Protokollen beschrieben sind, filhren im verwendeten Differenzierungsprotokoll zu der

erhofften Effizienzsteigerung, Auch die Versuche in Monolayer-Kultur verdeutlichen die Wichtig-

keit, bestehende Protokolle auf die jeweiligen Bedingungen anzupassen.
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IV.3 Generierung eines Systems zur Visualisierung, Selektionierung und Isolierung
unterschiedlicher Differenzierungsstadien wahrend des
Differenzierungsprozesses

Fir eine genaue Analyse des Differenzierungsprozesses wird ein System benétigt, das eine

Identifizierung und Isolierung erfolgreich differenzierter Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten

des Differenzierungsprozesses ermoglicht. Da weder reife Hepatozyten noch ihre Vorlauferzellen

spezifische Oberflichenmarker besitzen, wurden die regulatorischen Elemente verschiedener

Differenzierungsmarker ausgewihlt und vor unterschiedliche Reportergene gesetzt. Diese Kassetten

sollten im Anschluss stabil in das Genom undifferenzierter ES-Zellen integriert werden, um eine

zell- und entwicklungsspezifische Expression der Reportergene zu erzielen. Durch Einsatz von

Resistenzmarkern bzw. Genen, die fiir Fluoreszenzproteine kodieren, soll so eine Identifizierung

und/oder Isolierung der Zellen erméglicht werden.

IV.3.a Funktionalitat der ausgewahlten regulatorischen Elemente in der Zellkultur

Als  entwicklungsspezifische regulatorische  Elemente wurden die Promotoren  bzw.
Promotor/Enhancer-Regionen des Transthyretingens (als frithen entodermalen Marker), des
Albumingens (als frithen leberspezifischen Marker) bzw. des Glukose-6-Phosphatase-Gens (als
Marker fiir reife Hepatozyten) gewahl.

Um die Funktionalitit und Spezifitit der gewahlten Elemente zu testen, wurden eukaryotische
Expressionsvektoren geschaffen, die das Albumin- und Glukose-6-Phosphatase-Promotorkonstrukt
vor der Sequenz des DsRed2-ORFs enthielten (p2335A-1DsRed2_polyA, pcDNA3.1G6P-
DsRed2). Fir das Transthyretin-Promotorkonstrukt war mit dem Plasmid pcDNA3_TTR-
nucGFP schon ein Konstrukt vorhanden, das den offenen Leserahmen (open reading frame, ORF)
eines fur ein Fluoreszenzprotein kodierenden Gens unter der Kontrolle des Promotorkonstruktes
enthielt. Zelllinien unterschiedlichen Ursprungs wurden im Anschluss mit den Vektoren
transfiziert und nach 48 Stunden auf die Synthese der Fluoreszenzproteine untersucht. Alle

Promotor-Konstrukte zeigen eine deutliche Aktivitit in Zellen hepatischen Ursprungs

(Abbildung 19).
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Abbildung 19: Expression der Reporterkonstrukte in der Zellkultur. Die Vektoren pcDNA3_TTR-nucGFP,
p2335A-1DsRed2_polyA und pcDNA3.1GE6P-DsRed2 wurden in unterschiedliche Zelllinien transfiziert. 48 Stunden
nach Transfektion wurden die Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop auf die Expression der Fluoreszenz-
proteine untersucht. Sowohl der G6Pase-Promotor als auch der -3kb-TTR-Promotor zeigen eine spezifische
Expression ihrer nachgeschalteten Gene in Zellen hepatischen Ursprungs (HepG2, HuH-7). Das ALB-
Promotor/Enhancer-Konstrukt ist in allen Zellen aktiv. Als Kontrolle diente der Vektor pEGFP-N1, der eine
Expression des eGFP-Gens unter der Kontrolle des CMVega-Promotors ermoglicht.
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Dabei liegt die des G6Pase-Promotors zumindest in HuH-7-Zellen deutlich unter der Aktivitit der
anderen beiden Konstrukte. Das ALB-Promotor/Enhancer-Konstruke fithrt, entgegen seiner
Spezifitit in transgenen Miusen, auch in einer zervikalen, renalen und einer Fibroblastenzelllinie zur

Expression des Fluoreszenzgens.

IV.3.2 Herstellung transgener ES-Zellen mittels eines Moloney-Maus-Leukdmie-
Virus-basierten retroviralen Gentransfers
Als ein mogliches Verfahren, die gewiinschten Kassetten aus den getesteten Promotor-Konstrukten
mit nachgeschalteten Reportergenen stabil in das Genom undifferenzierter ES-Zellen zu integrieren,
wurde der retrovirale Gentransfer gewihlt. Diese Methode zeigt hiufig eine hohe Transfektions-
effizienz und fihrt mit grofler Wahrscheinlichkeit zu einer stabilen Integration des gesamten
gewlinschten Abschnitts in das Empfingergenom.
Der Einsatz MMLV-basierter Vektoren des Retro-X™ Q-Vektorsets (Takara Bio Europe/Clontech,
chemals BD Bioscience, Frankreich) erméglicht den Transfer von bis zu 6,5kb fremder DNA
(Angabe des Herstellers). Ferner verhindert die Verwendung des gp70-Oberflichenproteins die
Infektion mCAT-1-negativer humaner Zellen (Oie et al., 1976; Albritton et al., 1989; Kim et al.,
1991; Wang et al, 1991a). Auf diese Weise verringert sich das Risikopotential erzeugter
Viruspartikel.

IV.3.2.1  Klonierung der retroviralen Expressionskonstrukte

Fir die Etablierung des retroviralen Gentransfers wurden zwei Kontrollkonstrukte hergestellt.
pQCeCEFPIP erméglicht die Expression des eCFP- und des Puromycin-Gens unter der Kontrolle
des CMVea-Promotors. Dieser erméglicht die Expression nachgeschalteter Gene in einer Vielzahl
cukaryotischer Zellen. Hierfir wurde der ORF des e¢CFP-Gens mittels des Primerpaares
eCFP-BamFW/eCFP-BamBW amplifiziert und tber die BamHI-Schnittstelle in den Vektor

pQCXIP gesetzt.

Die Aktivitit des CMVea-Promotors in undifferenzierten ES-Zellen ist umstritten (Chung et al.,
2002; Ward und Stern, 2002; Zeng et al., 2003). Deshalb wurde fiir die zweite Positivkontrolle der
CMV-Promotor durch einen CAG-Hybridpromotor (CMVea-Enhancer / chicken B-Actin-
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Promotor / rabbit B-Globin-Intron) ersetzt. Hierfir wurde der CAG-Promotor aus

pCAGGS(Linker) (Spel(blunt)/Notl) in pQCeCFPIP (Xbal(blunt)/Notl) kloniert. Das

resultierende Konstrukt trigt den Namen pQCAG-eCFPIP.

Die retroviralen Reporterkonstrukte miissen neben dem entwicklungsspezifischen Promotor und

dem OREF fur das Fluoreszenzprotein auch einen Marker besitzen, der eine Selektion stabil

transfizierter ES-Zellklone erméglicht (Abbildung 20).

O Hybricor,
— o,
.L@(

BamHi

0 _ %
pQG6EP-DsRed?2IN_PGK-ZeoR g
Y 9176 bp
g ':I Notl
3
i
&
L
b
%

Abbildung 20: Aufbau der retroviralen Reporterkonstrukte am Beispiel des Plasmids pQG6P-
DsRed2IN_PGK-ZeoR. Der Vektor enthilt alle Elemente, die fir die Transkription der viralen genomischen DNA,
die Verpackung der viralen RNA und die Integration in das Genom der infizierten Zelle benctigt werden. Der
urspriinglich vorhandene interne CMV-Promotor wurde durch einen zell- bzw. entwicklungsspezifischen
Promotor ersetzt. Um eine Selektion stabil transfizierter ES-Zellen zu ermoglichen, wurde der ORF des Zeocin-
resistenzgens (ZeoR) unter der Kontrolle des Phosphoglyceratkinase (PGK)-Promotors integriert. Um eine voll-
standige Transkription der viralen DNA zu gewdhrleisten, verwenden alle Expressionseinheiten das im Bereich
der 3'LTR gelegene Polyadenylierungssignal (polyA-Signal). ¥*: Verpackungssignal; AmpR: E. coli Ampicillin-
resistenzgen; Col E1 ori: bakterieller Replikationsursprung; NeoR: Neomycinresistenzgen. In der Karte zusatzlich
eingetragen sind die Schnittstellen verschiedener Restriktionsendonukleasen.

Fir das Plasmid pQTTR-nucGFPIP_PGK-ZeoR wurde der —3kb-TTR-Promotor

aus

pcDNA3_TTR-nucGFP (Xbal/BamHI) in pQCXIP (Xbal/BamHI) kloniert. Der CMV-

Promotor wurde dabei ersetzt. Anschliefend wurde der nucGFP-ORF ebenfalls

aus
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pcDNA3_TTR-nucGFP (BamHI1/Xbal(blunt)) ausgeschnitten und iiber BamHI/EcoRI(blunt) in
den Vekror ligiert. Als zusitzlichen Selektionsmarker fiir stabil transfizierte ES-Zellen wurde der
OREF des Zeocinresistenz-Gens unter der Kontrolle des Phosphoglyceratkinase (PGK)-Promotors
aus pDR1Bsd (Accl(blunt)/ Xbal(blunt)) in den mit Poull geschnittenen Vektor ligiert.

Der Vektor pQALB-eCFPIH_PGK-ZeoR entstand durch Ligation des ALB-Promotor/Enhancer-
Konstrukts aus p2335A-1 (Notl(blunt)/BamHI) in pQCXIH (Bglll(blunt)/BamHI). Der CMV-

Promotor wurde dabei wieder ersetzt. Der ORF des eCFP-Gens wurde mittels der Primer

eCFP-BamFW/eCFP-BamBW amplifiziert und in die BamHI-Schnittstelle des Vektors kloniert.
Das PGK-Promotor/Zeocinresistenz-ORF-Konstrukt wurde wieder Accl(blunt)/Xbal(blunt) aus
pDR1Bsd herausgeschnitten und in den EcoRV-geschnittenen Vekror ligiert.

Fir das Plasmid pQG6P-DsRed2IN_PGK-ZeoR (Abbildung 20) wurde der G6Pase-Promotor mit
Hilfe der Primer G6Pr_FW_Bgl/G6Pr_BW_Not aus genomischer DNA von FVB-Miusen
(FVB/N CrlBR) amplifiziert und in den mit NosI und BamHI geschnittenen Vektor pQCXIN
ligiert, wobei der interne CMV-Promotor ebenfalls wieder ersetzt wurde. Der DsRed2-ORF stammt
aus pDsRed2-N1 (Notl(blunt)/PinAl) und wurde in den EcoRI(b/unt)/PinAl-geschnittenen
Vektor ligiert. Der Zeocinresistenz-ORF  unter der Kontrolle des PGK-Promotors
(Accl(blunt)/ Xbal(blunt) aus pPDR1Bsd) wurde in die EcoRV-Schnittstelle des Vektors kloniert.
Alle Klonierungsschritte wurden mittels Restriktionsanalyse iiberpriift. Die Uberginge und durch
PCR generierte Fragmente wurden zusitzlich sequenziert. Die Konstrukte sollten nach Integration
in das Genom undifferenzierter ES-Zellen zu einer zell- und entwicklungsspezifischen Synthese der
Fluoreszenzproteine und der iiber die internal ribosomal entry site (IRES) kotranslatierten
Resistenzproteine fithren. Dies sollte eine Identifizierung, Quantifizierung und Selektionierung

hepatischer Vorlaufer unterschiedlicher Entwicklungsstadien ermoglichen.

IV.3.2.2  Produktion infektioser rekombinanter MMLV-Partikel

Um die Funktionalitit der erzeugten retroviralen Expressionskonstrukte zu tiberpriifen, wurden mit
den Plasmiden Viruspartikel produziert (siche Abschnitt 111.2.6). Mit den 48 h-Uberstinden
wurden dann NIH3T3-Zellen infiziert.
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Eine Infektion mit den beiden durch Transfektion der Kontrollkonstrukte pQCeCFPIP und
pQCAG-eCFPIP erzeugten Viren (CMV-eCFP-Virus bzw. CAG-¢CFP-Virus) fithrt zu einer

deutlichen Synthese der Fluoreszenzproteine in infizierten Zellen (Abbildung 21).

CMV-eCFP-Virus

CAG-eCFP-Virus

Durchlicht eCFP

Abbildung 21: Infektion von NIH3T3-Zellen mit Kontrollviren. BD EcoPack2™-293-Zellen wurden mit den
Plasmiden pQCeCFPIP und pQCAG-eCFPIP transfiziert. 48 Stunden nach Transfektion wurden die Viren im
Uberstand geerntet und auf NIH3T3-Zellen gegeben. Weitere 48 Stunden spater wurden die Zellen fluoreszenz-
mikroskopisch untersucht. Beide Uberstinde enthielten infektise Viruspartikel. Infizierte Zellen synthetisieren
eCFP.

Die erreichten Titer lagen fiir pQCeCFPIP in der Regel zwischen 8-10° und 2-10* Viren/ml. Der
Titer an CAG-eCFP-Viren lag im Schnitt um den Faktor 50 niedriger.

Die durch Transfektion mit den Konstrukten pQTTR-nucGFPIP_PGK-ZeoR, pQALB-
¢CFPIH_PGK-ZeoR und pQG6P-DsRed2IN_PGK-ZeoR erzeugten Viruspartikel (im Folgenden
als TTR-nucGFP-Virus, ALB-eCFP-Virus und G6P-DsRed2-Virus bezeichnet) fithren nach
Infektion von NIH3T3-Fibroblasten aufgrund ihrer spezifischen internen Promotoren erwartungs-
gemaf$ zu keiner Synthese der Fluoreszenzproteine. Der Nachweis einer Infektion bzw. eine Titer-
bestimmung kann somit nur durch die Selektion Zeocin-resistenter Zellen oder mittels PCR
durchgefithrt werden. Um sicherzustellen, dass es sich bei den selektionierten Zellen nicht um durch

Mutation entstandene Resistenzmechanismen handelt, wurde nach Infektion von NIH3T3-Zellen
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mit den drei Reporterviren die genomische DNA selektionierter Zellen isoliert und die Integration
der fiir die Fluoreszenzproteine kodierenden Sequenzen durch PCR bestitigt (Abbildung 22). Die
erreichten Virentiter lagen dabei mit 1.10* Viren/ml fiir das ALB-eCFP-Virus iiber 2.10* Viren/ml
fur das TTR-nucGFP-Virus bis maximal 2.10° Viren/ml fur das G6P-DsRed2-Virus noch deutlich

unter denen der Kontrollviren.

TTR-nucGFP ALB-eCFP G6P-DsRed?
1 HO 2 1 HO 2 1 HO 2 +

Abbildung 22: Genotypisierung infizierter NIH3T3-Zellen. Mit den rekombinanten MMLV-Partikeln infizierte
NIH3T3-Zellen wurden mittels Zeocin selektioniert. Im Anschluss wurde genomische DNA isoliert und auf die
Integration der fiir die Fluoreszenzproteine kodierenden Sequenzen Uberprift. Die Fluoreszenzprotein-
spezifischen Primer nucGFP_FW_G/nucGFP_BW_G, DsRed2_FW_G/DsRed2_BW_G bzw. EXFP_FW_G/EXFP_BW_G (FP-
Primer) liefern ein deutliches Signal bei der DNA aus selektionierten Zellen (Spur1). Als Negativkontrolle diente
genomische DNA aus nicht infizierten Zellen (Spur2), als Positivkontrolle (+) wurde gereinigte Vektor-DNA
eingesetzt. Die Integritit der genomischen DNA wurde mittels einer Kontroll-PCR mit Tubulin-spezifischen
Primern bestatigt.

+ +

IV.3.2.3 Polyethylenglykol-Prazipitation der Virusiiberstinde

Um ecine effiziente Infektion der ES-Zellen zu ermoglichen, werden hochtitrige Viruspriparationen
benétigt. Nach der Ernte befinden sich die Viren in bis zu 48 Stunden durch die Verpackungs-
zelllinie konditioniertem Medium. Dieses enthilt moglicherweise eine Reihe von Faktoren, die sich
negativ auf den Differenzierungszustand der ES-Zellen auswirken konnten. Aus diesem Grund
wurde versucht, die Viruspartikel mittels Polyethylenglykol (PEG) aus dem Uberstand der Ver-
packungszelllinie zu fillen und es wurde tberpriift, ob diese dabei ihre Infektiositit behalten.
Hierfir wurden BD EcoPack2™-293-Zellen mit pQCeCFPIP transfiziert und 48 Stunden spiter die
Viren geerntet. Um den Titer an infktiosen Viren zu bestimmen, wurden mit einem Teil des
Uberstandes NIH3T3-Zellen infiziert. Aus 10 ml Uberstand wurden wie unter II1.7.3 beschrieben
die Viren gefallt und in ca. 100 pl frischem Medium resuspendiert. Zur Titerbestimmung wurden
mit den resuspendierten Viren ebenfalls NIH3T3-Zellen infiziert. Die Fillung fihrt zu einer

Konzentrierung der Viren um einen Faktor von bis zu 100 (Abbildung 23).
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vor Fallung

nach Fallung

eCFP Durchlicht Uberlagerung

Abbildung 23: PEG-Fillung rekombinanter Viruspartikel. CMV-eCFP-Viren wurden direkt nach der Ernte bzw.
nach Fallung mit PEG auf NIH3T3-Zellen titriert. Eine Fallung erhoht den Titer an infektiosen Viruspartikeln um
einen Faktor von bis zu 100. Gezeigt ist die fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der 1:10-Verdiinnung beider
Titrationsversuche.

IV.3.2.4 Infektion der ES-Zellen mit den Kontrollviren

Um zu iberpriifen, ob eine Infektion der undifferenzierten ES-Zellen mit den erzeugten
Viruspartikeln unter den gewihlten Bedingungen mdglich ist und es dabei zur Expression der
integrierten Genabschnitte kommt, wurden sich schnell teilende CGR8-Zellen mit gefillten CAG-
¢CFP-Viren bzw. CMV-eCFP-Viren infiziert. Da ecine lingere Inkubation der Zellen mit dem
polybrenhaltigen Infektionsmedium zu einem Verlust der Adhirenz eines Grofteils der Zellen fithrt
(nicht gezeigt), wurde die Inkubationszeit auf zwei Stunden reduziert. 24 Stunden nach der
Infektion wurden die Zellen passagiert. Weitere 24 Stunden spiter wurden die Zellen fixiert und ein
Teil der Zellen mittels indirekter Immunfluoreszenzfirbung auf die Synthese von Oct-3/4
untersucht. Eine Auswertung der Priparate am konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop zeigt eine

deutliche Koexpression des Fluoreszenzproteingens mit dem Pluripotenzmarker Oc#-3/4 in mit

CAG-cCFP-Viren infizierten Zellen (Abbildung 24A). Die Effizienz ist jedoch schr gering, wie die
Infektion mit hochtitrigen CMV-eCFP-Viren zeigt (Abbildung 24B).
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anti-Oct-3/4 eCFP Uberlagerung

l%ﬂ

Abbildung 24: Infektion der CGR8-ES-Zellen mit Kontrollviren. B8 CGR8-Zellen wurden mit CAG-eCFP-Viren
infiziert. 48 Stunden nach Infektion wurden die Zellen fixiert und undifferenzierte Zellen mittels indirekter
Immunfluoreszenz mit einem Oct-3/4-spezifischen Antikorper markiert (rot). Eine erfolgreiche Infektion flihrt zu
einer Synthese des Fluoreszenzproteins (griin) in undifferenzierten Zellen. B Infektion von CGR8-Zellen mit CMV-
eCFP-Viren bei einem Viren-Zell-Verhiltnis (multiplicity of infection, MOI) von ca. 1 (Uberlagerung aus eCFP-Kanal
(griin) und Transmissionskanal). Die Infektion verlauft duRerst ineffizient. Nur ein Bruchteil der Zellen (<5 %)
exprimiert das eCFP-Gen.

IV.3.2.5 Infektion der ES-Zellen mit den Reporterviren

CGR8-Zellen wurden fiir zwei Stunden mit 1,5 ml PEG-prizipitierter Viren infiziert (entspricht
150 ml Uberstand). Die so erreichten Virentiter lagen dabei zwischen 3.10% und 2.10* Viren/ml fiir
das ALB-eCFP-Konstrukt, zwischen 1.10% und 2.10% Viren/ml fur das TTR-nucGFP-Konstrukt
und zwischen 3-10* und 5-10° Viren/ml fiir das G6P-DsRed2-Konstrukt.

Eine Infektion mit den TTR-nucGFP- bzw. ALB-eCFP-Viren fithrte nach Selektion nicht zur
Entstechung resistenter Kolonien undifferenzierter Zellen. Zwar zeigte sich teilweise eine sehr
geringe Anzahl resistenter Zellen, jedoch liefen sich daraus nie neue undifferenzierte Linien
heranzichen.

Die Infektion der CGR8-Zellen mit den G6P-DsRed2-Viren fiihrte zumindest in einem Fall
(5-10° Viren/ml; entsprechend 7,5-10° Viren auf 2,5-10°am Vortag ausgelegte Zellen) zur
Entstehung einer Anzahl morphologisch undifferenzierter Kolonien unter Selektionsbedingungen.

Etwa 30 davon erreichten eine Gréfle, die ein Picken der Kolonien zulieR. Ein Grofiteil der Klone
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lief sich allerdings nicht weiter vermehren. Nur von 4 der urspriinglich 30 Klone konnten
permanente Linien etabliert werden. Eine Genotypisierung der Klone mittels PCR zeigt, dass in
allen Fillen eine Integration der gewiinschten Sequenz erfolgt war (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Genotypisierung der durch Infektion mit GEP-DsRed2-Viren erzeugten Zelllinien. Aus allen
vier erzeugten Zelllinien wurde genomische DNA isoliert. Die Integration der gewiinschten Sequenzen wurde
mittels PCR mit dem DsRed2-spezifischen Primerpaar DsRed2_FW_G/DsRed2_BW_G nachgewiesen. Die Integritat
der genomischen DNA wurde mit B-Tubulin-spezifischen Primern Uberpriift. Als Negativkontrolle diente
genomische DNA aus NIH3T3-Zellen bzw. Wasser. M: DNA-GroRenstandard.

IV.3.3 Herstellung transgener ES-Zellen durch Transfektion und homologe
Rekombination

Als parallele Strategie zur Erzeugung transgener Zelllinien wurde die Integration der gewiinschten
Reporterkonstrukte in einen definierten Genort durch homologe Rekombination gewihlt. Hierfiir
wurden die erzeugten Expressionskassetten in den Vektor pROSA26-1 gesetzt, der eine gezielte
Integration in den ROSA26-Lokus erméglicht (Soriano, 1999). Dieser liegt im ersten Intron eines
wihrend der Entwicklung ubiquitir exprimierten Gens mit bis dato unbekannter Funktion
(Zambrowicz et al, 1997). Um zu verhindern, dass es durch eine wihrend der Klonierung
moglicherweise entstehende, kryptische Spleif-Akzeptor-Stelle zur Expression der Reportergene
vom ubiquitir aktiven ROSA26-Promotor kommt (Zambrowicz et al., 1997; Kisseberth et al,
1999), wurden wenn méglich Plasmide ausgewihlt, die das Reporterkonstrukt in negativer Orien-

tierung enthielten.

IV.3.3.1  Klonierung der pROSA26-1-Reporterkonstrukte

Zur Generierung des Plasmids pROSA26_TTR-nucGFP_PGK-ZeoR wurde das PGK-Promotor/
Zeocinresistenz-ORF-Konstrukt aus pDR1Bsd ausgeschnitten (Accl(blunt)/ Xbal(blunt)) und in

den mit EcoRV geschnittenen Vektor pcDNA3.1(—) ligiert (pcDNA3.1(—)PGK-ZeoR). Eine
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positive Orientierung des Inserts wurde durch Restriktionsanalyse und Sequenzierung bestatigt.
Anschlieend wurde der ORF des nucGFP-Gens unter der Kontrolle des —3kb-TTR-Promotors aus

pcDNA3_TTR-nucGFP (Xbal) in ebenfalls positiver Orientierung in den oben erzeugten mit Xbal
verdauten Vektor ligiert. Der Vektor wurde mit Apal(blunt) und Pvull verdaut und das Fragment,

bestehend aus dem TTR-Promotor vor dem nucGFP-ORF, dem PGK-Promotor vor dem
Zeocinresistenz-ORF und dem BGH-Polyadenylierungssignal aus pcDNA3.1(-), in die Xbal-

Schnittstelle (blunt) von pROSA26-1 ligiert. Der Kontrollverdau des weiter verwendeten Plasmids

bestitigt eine Integration des gesamten Inserts in negativer Orientierung (Abbildung 26A, Spur 1).

Das Ergebnis wurde durch Sequenzierung bestitigt.

B

1 23M45 1 2M3 45 M12 345

ca.8,8kb \
ca. 1,6 kb L3
ca.11 kb& ' ’

ca.1,0kb —=
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ca.3,2kb ——
ca.2,0 kb/
ca.1,8kb

Abbildung 26: Restriktionsanalyse der erzeugten pROSA26-1-basierten Reportervektoren. Gezeigt sind die
Ergebnisse der Restriktionsanalysen von je 5 Plasmidpraparationen unterschiedlicher Kolonien nach Transfektion
des Ligationsansatzes des letzten Klonierungsschrittes der pROSA26-1-basierten Reporterkonstrukte. B BamH]I-
Verdau putativer pROSA26_TTR-nucGFP_PGK-ZeoR-Konstrukte. Plasmid 1 zeigt die bei Integration des Inserts in
negativer Orientierung erwarteten Banden bei 5870 bp, 5309 bp, 1962 bp und 1816 bp. Plasmid 5 tragt das Insert in
positiver Orientierung (erwartete Banden bei 8014 bp, 3166 bp, 1962 bp und 1816 bp). B BamHI-Verdau méglicher
pROSA26_ALB-eCFP_PGK-ZeoR-Konstrukte. Plasmid 4 zeigt das erwartete Bandenmuster bei korrekter Aufnahme
des Inserts in positiver Orientierung (Banden bei 7314 bp, 4480 bp, 1962 bp und 732 bp). Plasmid 3 tragt eine
Deletion von ca. 700 bp im Bereich des Albumin-Enhancers. B Sacll/Xbal-Doppelverdau nach Ligation des G6P-
DsRed2_PGK-ZeoR_BGH-polyA-Fragments in pROSA26-1. Die erwarteten Banden haben eine Grolke von 8767 bp,
1600 bp, 1079 bp, 1000 bp und 534 bp bei Integration des vollstindigen Inserts in positiver Orientierung (Spur 2)

bzw. 8767bp, 1616 und 16oobp und 1000bp bei Aufnahme in negativer Orientierung (Spur3). M: DNA-
GroRenstandard (1 kb DNA-Leiter).

ca.0,5kb

Fir den Vektor pPROSA26_ALB-eCFP_PGK-ZeoR wurde das PGK-ZeoR-Fragment inklusive des

Polyadenylierungssignals aus pDRIBsd (Accl(blunt)/Pvul(blunt)) in positiver Orientierung in
p2335A-1 (EcoRV) kloniert (p2335A-1_PGK-ZeoR). Der eCFP-ORF wurde mit BamHI aus
pQCeCFPIP ausgeschnitten und in den ebenfalls mit Ba»HI verdauten Vektor p2335A-1_PGK-
ZeoR ligiert. Der Vektor wurde anschliefend mit NozI und Kpnl geschnitten und das ALB-
¢CFP_PGK-ZeoR_BGH-polyA-Fragment blunt in pROSA26-1 (Xbal(blunt)) ligiert. Das im

weiteren Verlauf dieser Arbeit zum Einsatz gekommene Konstrukt enthilt das Insert in positiver
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Orientierung (Abbildung 26B, Spur4). Es wurde kein Plasmid isoliert, welches das Insert in
negativer Orientierung enthielt.

Der Vektor pROSA26_G6P-DsRed2_PGK-ZeoR entstand durch Ligation des PGK-ZeoR_BGH-
polyA-Fragments aus pDR1Bsd (Accl(blunt)/Pvul(blunt)) in pcDNA3.1G6P-DsRed2 (EcoRV)
und anschliefende Klonierung des gesamten Fragments (G6P-DsRed2_PGK-ZeoR_BGH-polyA-
Fragment; Bg/ll(blunt)/EcoR1(blunt)) in pROSA26-1 (Xbal(blunt)). Das weiter verwendete

Plasmid enthilt das Konstrukt in negativer Orientierung (Abbildung 26C, Spur 3).

IV.3.3.2  Elektroporation der ES-Zellen mit den pROSA-Reporterkonstrukten

CGR8-Zellen wurden mit den drei pROSA26-1-basierten, zuvor linearisierten
Reporterkonstrukten mittels Elektroporation transfiziert. Die Linearisierung erfolgte mit Ac/I
(pROSA26_TTR-nucGFP_PGK-ZeoR) bzw. Kpnl  (pROSA26 ALB-CFP_PGK-ZeoR,
pROSA26_G6P-DsRed2_PGK-ZeoR). Nach erfolgter Selektion mit Zeocin zeigten sich pro
Transfektionsansatz etwa 200-300 resistente Kolonien. Pro Konstrukt wurden 48 Kolonien

gepickt, vermehrt und mittels PCR auf die Integration der gewiinschten Sequenzen tiberpriift.

1 — 8 M 9 - 15 M 16 - 24

G6Pr_BW_Not / —|
PROSA_BW

Abbildung 27: Genotypisierung nach Elektroporation resultierender Zeocin-resistenter Klone. B Ergebnis
einer typischen Genotypisierungs-PCR am Beispiel von 10 resistenten Klonen nach Transfektion von CGR8-Zellen
mit pROSA26_G6P-DsRed2_PGK-ZeoR. Resistente Kolonien wurden in 24-Well-Platten herangezogen und daraus
die genomische DNA isoliert. Die Integration der flr das Fluoreszenzprotein kodierenden Sequenz wurde mittels
einer PCR mit DsRed2-spezifischen Primern Uberpriift (a). Die erfolgreiche Isolierung intakter chromosomaler
DNA wurde mittels Tubulin-spezifischer Primer tiberprift (b). 50 % der Klone tragen die gesuchte Sequenz. B Auf
die Anwesenheit der DsRed2-Sequenz hin positiv genotypisierte Klone wurden mittels des Primerpaares
G6Pr_BW_Not / pROSA_BW auf die Integration der vollstandigen Promotorregion Uberpriift. Positive Klone zeigen
eine deutliche Bande bei ca. 900 bp. Uber 90 % der so untersuchten Klone lieferten ein deutliches Signal in der
PCR.
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Die Genotypisierung zeigt, dass etwa 50 % der resistenten Klone auch die Sequenzen der
Fluoreszenzprotein-Gene enthalten (Abbildung 27A). Ein Grofiteil dieser Klone hat auch die
Sequenz des vorgeschalteten regulatorischen Elements vollstindig integriert (Abbildung 27B). Der
Anteil ist abhingig von der Grofe des Promotor-Konstrukts und liegt zwischen etwa 60 % fiir den
—3kb-TTR-Promotor tiber ca. 75 % fir das ALB-Promotor/Enhancer-Konstruke bis hin zu iiber
90 % fur den G6Pase-Promotor. Somit konnte fir jedes der drei Konstrukte eine Reihe von Zell-

linien etabliert werden, die die vollstindige Reportergenkassette stabil in das Genom integriert

haben.

IV.3.4 Detektion hepatozelluldrer Vorlaufer mittels Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Kernfarbung (Toto-3) anti-Albumin Uberlagerung

10 pm

Abbildung 28: Konfokale Aufnahme nach indirekter Immunfluoreszenzfirbung Albumin-positiver Zellen in
EBs. @ CGR8-ES-Zellen wurden wie unter I11.2.12.1 beschrieben zur Differenzierung zu Hepatozyten angeregt. An
Tag 18 des Differenzierungsprotokolls wurden die EBs fixiert und mit einem anti-Mausalbumin-Serum inkubiert.
Die Visualisierung erfolgte mit einem Cy*™-gekoppelten Ziege-anti-Kaninchen-IgG. Das Serum reagiert mit
eindeutig zu identifizierenden Bereichen innerhalb der EBs (rote Farbung). B Die Vergrokerung zeigt eine
spezifische Farbung perinukledrer Strukturen, wie sie fiir sezernierte, am rauen Endoplasmatischen Retikulum
synthetisierte Proteine typisch ist.

Um tiberpriifen zu konnen, ob eine etwaige Synthese der Fluoreszenzproteine in den transgenen ES-
Zellen auch spezifisch in Zellen erfolgt, die in Richtung Hepatozyten differenzieren, ist eine
eindeutige Identifizierung solcher Zellen auf einem unabhingigen Weg notwendig. Dies ist unter

anderem mittels indirekter Immunfluoreszenzfirbung maoglich.
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Um frithe Phasen der Differenzierung erfassen zu kénnen, wiirden sich Untersuchungen mit gegen
Transthyretin oder a-1-Antitrypsin gerichteten Antikorpern anbieten. Es standen aber leider keine
Antikorper mit hinreichender Spezifitit zur Verfugung, die eindeutige und reproduzierbare
Ergebnisse brachten. Die Markierung differenzierter Zellen mit dem verwendeten anti-
Mausalbumin-Serum  und  eine anschliefende  Firbung durch  Fluorophor-gekoppelte

Sekundirantikorper erlaubt jedoch eine spezifische Detektion Albumin-produzierender Zellen in

EBs (Abbildung 28).

IV.3.5 Reportergenexpression in den transgenen ES-Zellen

Um zu tiberpriifen, ob es wihrend der iz vitro-Differenzierung der transgenen ES-Zelllinien zu einer
spezifischen Expression der integrierten Reporterkonstrukte kommt, wurden die Zellen, wie unter
I11.2.12.1 beschrieben, zur Differenzierung zu Hepatozyten angeregt. Die EBs wurden je nach
Reporterkonstrukt zu unterschiedlichen Zeitpunkten fixiert und fluoreszenzmikroskopisch
ausgewertet. Parallel wurde RNA isoliert, um die Expression der Konstrukte auf
Transkriptionsebene zu charakterisieren. Da fiir eine Immunfluoreszenzfirbung keine geeigneten
Antikérper gegen Transthyretin zur Verfiigung standen, wurden pROSA26_TTR-nucGFP_PGK-
ZeoR-transgene ES-Zellen zusitzlich mittels Durchflusszytometrie (fluorescence activated cell sorting,
FACS) untersucht. Auf diese Weise sollte iiberpriift werden, ob es nach einer Differenzierung zu
TTR-positiven Zellen zu einer Produktion des nucGFP-Proteins kommt. Da sich in EBs
differenzierende Zellen schwer vollstindig vereinzeln lassen, erfolgte die Differenzierung wie unter

I11.2.12.2 beschrieben in Monolayer-Kultur.

Keine der tiberpriiften Zelllinien, die das pROSA26_TTR-nucGFP_PGK-ZeoR-Konstrukt tragen,
zeigt in der Fluoreszenzmikroskopie an Tag10 des EB-basierten Differenzierungsprotokolls ein
erkennbares Signal, das iiber dem der WT-Kontrolle liegt (n=6, nicht gezeigt). Die RT-PCR mit
nucGFP-spezifischen Primern ergibt jedoch bereits in undifferenzierten Zellen ein deutliches
Produkt, das auch nach dem Einsetzen der endogenen 7#r-Expression an Tag 10 nicht zunimmt
(Abbildung 29A). Die FACS-Analyse an Tag 4 des Differenzierungsprotokolls in Monolayer-Kultur
zeigt nach Anregung bei 488 nm im Falle der WT-Zellen zwei Populationen mit unterschiedlich

hoher Fluoreszenz im griinen Wellenlingenbereich. Bei den drei untersuchten transgenen Linien
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hingegen kommt es zu einer Verschiebung der Fluoreszenzintensitit einer Subpopulation von
Zellen, die sich in einer Reduzierung des linken, und einer Zunahme des rechten Gipfels im

Histogramm widerspiegelt (Abbildung 29B).

TTR
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Abbildung 29: Reportergen-Expression in pROSA26_TTR-nucGFP-transgenen ES-Zellen. Durch
Elektroporation  des  Vektors  pROSA26_TTR-nucGFP_PGK-ZeoR  stabil  transfizierte  CGR8-Zellen
(CGR8_pROSA_TTR-nucGFP) wurden wie unter 1I1.2.12.1 beschrieben iber die Bildung von EBs zur Differenzierung
zu hepatozytendhnlichen Zellen angeregt. An Tag o (do, undifferenziert) und Tag 10 (d10) des Differenzierungs-
protokolls wurde Gesamt-RNA isoliert und auf die Expression von Ttr bzw. des nucGFP-Reportergens untersucht.
Spur1 zeigt jeweils das Ergebnis der RT-PCR, Spur2 das Resultat der PCR aus der RT-Negativ-Kontrolle.
+: Positivkontrolle mit ¢cDNA aus Lebergewebe bzw. Vektor-DNA als Matrize. -:Wasserkontrolle. B Drei
unabhingige CGR8_pROSA_TTR-nucGFP-Klone wurden mit Hilfe von all-trans-Retinsdure wie unter III.2.12.2
beschrieben zur Differenzierung zu Transthyretin-positiven Zellen angeregt. An Tag 4 wurden die Zellen vereinzelt
und mittels FACS-Analyse auf die Synthese des nucGFP-Proteins untersucht. Gezeigt ist das Ergebnis von 50000
Mess-Ereignissen. Als Kontrolle dienten CGR8-Wildtyp-Zellen (CGR8_WT).

Drei der iiberpriiften Zelllinien (n=6), welche stabil mit pROSA26_ALB-eCFP_PGK-ZeoR
transfiziert wurden, zeigen an Tag 15 der Differenzierung in EBs Bereiche erhohter Fluoreszenz im
zyanfarbigen Spektrum. Diese ist bei zwei der Linien jedoch sechr schwach ausgeprigt. Eine

zusitzliche Gegenfirbung mit dem Kaninchen-anti-Mausalbumin-Serum zeigt, dass die Fluoreszenz

spezifisch fiir Albumin-produzierende Zellen ist (Abbildung 30A).
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Abbildung 30: Reportergen-Expression in pROSA26_ALB-eCFP-transgenen ES-Zellen (CGR8_pROSA_ALB-
eCFP). | Detektion der eCFP-Produktion mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie. Die Zellen wurden an Tag 15
des EB-basierten Differenzierungsprotokolls fixiert. Es erfolgte eine Markierung Albumin-positiver Zellen mittels
des anti-Mausalbumin-Serums und anschlieRender Firbung mit Cy’™-gekoppelten Ziege-anti-Kaninchen IgGs
(rot). Die transgenen Zellen zeigen eine deutlich erhéhte Fluoreszenz Albumin-produzierender Zellen im eCFP-
Kanal (griin). B An Tag o (do, undifferenziert), Tag 10 (d10) und Tag 15 (d15) des Differenzierungsprotokolls wurde
zusatzlich Gesamt-RNA isoliert und mittels RT-PCR die Expression des endogenen Albumingens bzw. des eCFP-
Gens Uberprift. Spur zeigt jeweils das Ergebnis der RT-PCR, Spur 2 das Resultat der PCR aus der RT-Negativ-
Kontrolle. +: Positivkontrolle mit cDNA aus Lebergewebe bzw. Vektor-DNA als Matrize. -: Wasserkontrolle.

Auch hier ergibt die RT-PCR mit den eCFP-spezifischen Primern bereits in undifferenzierten
Zellen ein Signal, welches in seiner Intensitit nicht mit der Aktivitit des endogenen ALB-
Promotors zu korrelieren scheint (Abbildung 30B).

Weder eine der mittels retroviraler Transfektion (n=4) noch eine der durch Elektroporation (n=6)
erzeugten Zelllinien, die das G6P-DsRed2-Reporterkonstrukt tragen, zeigt eine gegeniiber der
WT-Kontrolle erhohte Fluoreszenz Albumin-positiver Zellen nach Abschluss des Differenzierungs-
protokolls (Abbildung 31A). Die Detektion von spezifischen Fluoreszenzsignalen wird dabei jedoch

durch eine starke Eigenfluoreszenz verschiedener Strukturen innerhalb der EBs beeintrichtigt.
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Abbildung 31: Reportergen-Expression in G6P-DsRedz2-transgenen ES-Zellen. B Konfokale Fluoreszenz-
mikroskopie G6P-DsRed2-transgener ES-Zellen nach Abschluss des EB-basierten Differenzierungsprotokolls. Die
Zellen wurden an Tag18 des Differenzierungsprotokolls fixiert und eine indirekte Immunfluoreszenzfarbung
Albumin-positiver Zellen durchgefiihrt (griin). Weder die durch retroviralen Gentransfer (CGR8_pQG6P-DsRed2)
noch die durch Elektroporation des pROSA-basierten Reporterkonstruktes (CGR8_pROSA_G6P-DsRed2) erzeugten
Zellen zeigten eine erkennbare DsRed2-Fluoreszenz Albumin-produzierender Zellen. B+l Ergebnis der RT-PCR
mit G6Pase- bzw. DsRed2-spezifischen Primern aus polyA-RNA undifferenzierter Zellen (do) und nach Abschluss
des Differenzierungsprotokolls (d18). Spur 1 zeigt das Ergebnis der PCR nach cDNA-Synthese, Spur 2 das Resultat
der RT-Negativ-Kontrolle. -: Wasserkontrolle; +: Positivkontrolle mit cDNA aus Lebergewebe bzw. Vektor-DNA
als Matrize.

Auf RNA-Ebene zeigt sich fur die pROSA-G6P-DsRed2-PGK-ZeoR-transgene Zelllinie dabei ein

dhnliches Bild wie im Falle der beiden anderen Reporterkonstrukte. Ebenfalls kann hier bereits in
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der RNA undifferenzierter Zellen eine DsRed2-spezifische Sequenz nachgewiesen werden. Das
Signal nimmt wiederum nach Differenzierung der Zellen nicht erkennbar zu (Abbildung 31B). Im
Falle der durch Infektion mit dem G6P-DsRed2-Virus erzeugten Zelllinie kommt es nach Abschluss
des Differenzierungsprotokolls sogar zu einem Riickgang des DsRed2-spezifischen Signals
(Abbildung 31C).

IV.3.6 Zwischenzusammenfassung 2

Um ein System zur Identifizierung und Isolierung erfolgreich differenzierter Zellen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten des Differenzierungsprozesses zu erzeugen, wurden regulatorische

Elemente dreier entwicklungsspezifischer Gene (7#r, Alb, G6p) vor die kodierenden Sequenzen von

Fluoreszenzprotein-Genen gesetzt. Es wurde versucht, diese Reporterkassetten auf unter-
schiedlichen Wegen stabil in das Genom undifferenzierter ES-Zellen zu integrieren.

Zum einen wurden die Kassetten in retrovirale Expressionsvektoren gesetzt. Mit diesen wurden
infektiose rekombinante Viruspartikel erzeugt, mit denen im Anschluss ES-Zellen infiziert wurden.
Die Titer der erzeugten Virenpriparationen waren trotz einer erfolgreichen Konzentrierung mittels
PEG-Fillung schr gering. Nur im Falle des G6P-DsRed2-Konstruktes konnten auf diese Weise
stabil transfizierte Zelllinien generiert werden. Die Zellen zeigten jedoch keine erkennbare Synthese
des Fluoreszenzproteins nach Abschluss des Differenzierungsprotokolls.

Zum anderen wurde versucht, die Reporterkonstrukte mittels homologer Rekombination gezielt in
den ROSA26-Lokus zu integrieren. Auf diese Weise konnte eine ganze Reihe transgener Zelllinien
erzeugt werden, welche die gewiinschten Expressionskassetten stabil integriert hatten. Im Falle des
ALB-eCFP-Konstruktes konnte so eine Zelllinie erzeugt werden, die eine spezifische Synthese des
Reporterproteins in Albumin-produzierenden Zellen zeigt. Die anderen beiden Konstrukte zeigten
in der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie keine erhohte Fluoreszenz nach Differenzierung,
Zumindest bei den Zellen, die das TTR-nucGFP-Konstruke tragen, lisst sich mittels Durchfluss-

zytometrie jedoch eine wenn auch schwache Synthese des GFP darstellen.
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Y, Diskussion

Die in vitro-Differenzierung embryonaler Stammzellen der Maus stellt ein neues System dar, um
mehr tiber die molekularen Vorginge wihrend der Organogenese der Leber und der Bildung reifer
Hepatozyten bei Sdugetieren zu lernen. Gerade der Einfluss von Wachstums- und Differenzierungs-
faktoren lasst sich relativ einfach untersuchen. Auch die Durchfithrung von Studien zur
Identifizierung und Charakterisierung differenziell exprimierter Gene wihrend des Differen-
zierungsprozesses konnen einen weiteren Aufschluss tiber die komplexen Vorginge bei der

Organogenese der Leber liefern. Dabei ist die iz wvitro-Differenzierung fir genetische Mani-

pulationen ein leicht zugingliches System, das den Einsatz zeit- und kostenintensiver Tierexperi-
mente zumindest teilweise ersetzen kann. Voraussetzung hierfiir sind neben méglichst effektiven
Differenzierungsprotokollen allerdings Methoden, die eine unkomplizierte Analyse des Differenz-
ierungsvorgangs ermdéglichen. Zudem bedarf es Verfahren, die eine Isolierung erfolgreich differen-

zierter Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten des Differenzierungsprozesses gestatten.
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Va Etablierung und Optimierung des Differenzierungsprotokolls

Im ersten Teil der Arbeit wurde ein System im Labor etabliert, das eine moglichst effektive Ge-
nerierung von hepatozytenihnlichen Zellen aus murinen ES-Zellen erlauben sollte. Hierfiir wurde
der Einfluss verschiedener Faktoren auf den Differenzierungsprozess untersucht und es wurde

versucht, neue Erkenntnisse tiber die iz vitro-Differenzierung muriner ES-Zellen zu berticksichtigen.

V. Der Zeitpunkt der Zugabe externer Differenzierungs- und Wachstumsfaktoren
beeinflusst die Expression leberspezifischer Markergene und bedarf einer
Anpassung an die verwendete Zelllinie

Das im Zuge dieser Arbeit vornehmlich zum Einsatz geckommene Differenzierungsprotokoll beruht

auf einer durch die Zugabe externer Faktoren unterstiitzten Differenzierung der ES-Zellen tiber den

Schritt der EB-Bildung und basiert auf dem im Jahre 2001 veroffentlichten Protokoll von Takashi

Hamazaki et al. (Hamazaki et al., 2001; Abbildung 7). Zwar scheint die Zugabe externer Faktoren

fur eine Generierung von hepatozytenihnlichen Zellen aus ES-Zellen nicht unbedingt nétig zu sein,

sie fithrt aber zu einer beschleunigten und verstirkten Expression leberspezifischer Gene (Yamada et
al., 2002; Miyashita et al., 2002; Asahina et al., 2004; Hu et al., 2004; Kumashiro et al., 2005; Ogawa

et al., 2005).

In vivo kommt es wihrend der Organogenese der Leber zu einem komplizierten Zusammenspiel

verschiedener Faktoren und Signale (siche Abschnitt 1.2). Dabei sind sowohl die zeitliche als auch
die raumliche Koordination der Signale und daraus entstehende lokale Konzentrationsunterschiede

fur das weitere Schicksal der Zellen von entscheidender Bedeutung. Auch die iz vitro-Differen-

zierung von ES-Zellen zu Hepatozyten in EBs ist ein komplexer Vorgang, bei dem es zu einer Reihe
scheinbar essentieller Wechselwirkungen zwischen den unterschiedlichen in der Kultur ent-
stchenden Zellpopulationen kommt (Ogawa et al., 2005). Es liegt somit nahe, dass auch hier der
Zeitpunkt externer Signale eine entscheidende Rolle spielt. Vergleicht man die Ergebnisse
verschiedener Arbeitsgruppen, so zeigt sich, dass trotz dhnlicher Differenzierungsprotokolle der
Zeitpunkt, an dem ein bestimmter Marker nachgewiesen werden kann, oft deutlich variiert. Dies
lisst sich zum einen sicherlich iiber eine unterschiedliche Sensitivitit der Nachweismethoden
erkliren, ist aber zum anderen vermutlich auch auf Unterschiede in den verwendeten ES-Zelllinien

zuriickzufihren. Nimmt man diese Griinde zusammen, so wird deutlich wie wichtig eine Anpassung
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gerade des zeitlichen Ablaufs eines Differenzierungsprotokolls bei dessen Etablierung im eigenen
Labor ist.

Mittels RT-PCR konnte gezeigt werden, dass es bereits an Tag 8 des Differenzierungsprotokolls zu
ciner Expression frither leberspezifischer Gene kommt (IV.2.1.1, Abbildung 12). Die Spezifizierung
entodermaler Zellen in Richtung Hepatogenese beginnt also schon vor dem 8. Tag, Da dieser
Prozess in vitro durch die Zugabe von FGF-1 zum Medium unterstiitzt werden soll, macht es Sinn,
hiermit bereits vor diesem Zeitpunkt zu beginnen. Nachdem FGEF-1 keinen negativen Einfluss auf
die Bildung von EBs hatte (nicht gezeigt), wurde, um maglichst viele Zellen zu erreichen, bereits an
Tag 2 mit der Zugabe von FGF-1 begonnen. Entsprechend wurde auch die erste Gabe von HGF auf
den 10. Tag des Protokolls vorgezogen, um maglichst frith die Proliferation und Differenzierung
entstechender Hepatoblasten zu unterstiitzen. Wie erhofft, kommt es nach der Anpassung des
Differenzierungsprotokolls zu einer verstirkten Expression simtlicher getesteter Markergene
(Abbildung 13). Bei der Interpretation der Ergebnisse muss allerdings beachtet werden, dass die
gesteigerte Expression leberspezifischer Gene nicht unbedingt bedeuten muss, dass einer der
Differenzierungsprozesse effektiver ablauft. Der beobachtete Effekt konnte auch durch eine frither
einsetzende Differenzierung hervorgerufen worden sein. Die Hepatozyten-Vorlaufer hitten dann
lediglich mehr Zeit zu proliferieren und wiirden somit zu einem stirkeren Signal in der RT-PCR
fihren. Der Unterschied in der Expressionssteigerung der einzelnen Gene lisst sich so jedoch nicht
erkliren. Die Ergebnisse verdeutlichen auf jeden Fall, dass der Zeitpunkt der Faktorzugabe einen
nicht unerheblichen Einfluss auf den Differenzierungsprozess hat. In diesem Zusammenhang sind
moglicherweise auch die Versuchsergebnisse der Experimente zu sehen, die die Auswirkung von

FGF-4 auf den Differenzierungsprozess untersuchen sollten.

V.a.2 Der positive Effekt von FGF-4 auf die Entstehung hepatozytenidhnlicher Zellen
bei Differenzierung in Monolayer-Kultur ldsst sich nicht ohne Weiteres auf EB-
basierte Protokolle iibertragen

Bei einem Differenzierungsprotokoll, welches eine Erzeugung hepatozytenihnlicher Zellen aus ES-

Zellen in Monolayer-Kultur erlaubt, zeigt FGF-4 neben FGF-1 und HGF einen deutlichen Effekt

bei der Spezifizierung der Zellen (Teratani et al, 2005). Gibt man FGF-4 aber wihrend der

Differenzierung in EBs zum ungefihren Zeitpunkt der Spezifizierung (d5-10) zum Kulturmedium,
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so scheint die Entstehung hepatozytenihnlicher Zellen um ein Vielfaches ineffizienter abzulaufen
(IV.2.1.2, Abbildung 14). Das muss allerdings nicht zwangsliufig heiflen, dass FGF-4 in
EB-basierten Protokollen keinen positiven Einfluss haben kann. Fir die Wirkung vieler Faktoren
gibt es wihrend des Differenzierungsprozesses enge Zeitfenster. So kann ein und derselbe Faktor
abhingig vom Zeitpunkt und der Konzentration, mit der dieser verabreicht wird, zu vollig
unterschiedlichen Ergebnissen fithren. Dies wird in ganz extremem Mafle deutlich, betrachtet man

die unterschiedlichen Effekte von all-zrans-Retinsiure auf die iz vitro-Differenzierung von

ES-Zellen, die in EB-basierten Protokollen zur Generierung von Derivaten aller drei Keimblitter
cingesetzt wird (Rohwedel et al., 1999; Micallef et al., 2005). Auch ist denkbar, dass der zwar
vorhandene positive Einfluss auf die Spezifizierung entodermaler Zellen durch einen iiberwiegenden
negativen Effekt aufgehoben wird. FGF-4 konnte die Entstehung anderer Zellpopulationen
becinflussen, was zum Fehlen eines anderen benétigten Stimulus oder zum Auftreten eines
zusatzlichen hemmenden Signals fithren kénnte. Nichtsdestotrotz besteht die Moglichkeit, dass es

sich bei den in Monolayer-Kultur erzielten Ergebnissen um ein Artefakt handelt, das weder wihrend

der Organogenese der Leber 7z vivo noch bei der Differenzierung in EBs eine Rolle spielt.

Der Einfluss von LIF und RS auf die Entstechung entodermaler Zellen in Monolayer-Kultur bestitigt

diec Bedeutung von RS im beschriebenen Differenzierungsprotokoll (Teratani et al, 2005).
Allerdings wird deutlich, dass der erste Schritt des Protokolls — die Erzeugung entodermaler Zell-
typen — moglicherweise noch verbessert werden kann. Da die Optimierung jedoch ausschliefSlich auf
die Expression des Transthyretingens ausgerichtet war, welche fiir die unter IV.3.5 beschriebenen
Versuche an pROSA26_TTR-nucGFP-transgenen ES-Zellen erforderlich war, kann von diesen
Daten nicht direkt auf den Einfluss der Faktoren auf die Entstchung entodermaler Zellen

geschlossen werden.

V.a.3 Unterschiede im verwendeten Kilberserum beeinflussen den
Differenzierungsprozess und reduzieren somit die Aussagekraft erzielter
Ergebnisse

Dass auch Faktoren aus dem in der Zellkultur verwendeten Serum den Differenzierungsprozess

embryonaler Stammzellen beeinflussen, ist hinreichend dokumentiert. Schon die Kultivierung der
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Zellen in ihrem undifferenzierten Zustand ist abhingig von der verwendeten Serumcharge.
Entscheidend, wenn auch vermutlich nicht ausschlieilich, ist hierbei das Vorhandensein von BMPs
im Serum, die eine Entstehung neuronaler Zellen verhindern (Ying et al., 2003) und nach dem
Entzug von LIF ecine Differenzierung zu mesodermalen Zellen unterstiitzen (Johansson und Wiles,
1995; Wiles und Johansson, 1999; siehe auch Abschnitte 1.3 und .4). Schon friih sind also Faktoren
aus dem Serum an Prozessen beteiligt, die das spitere Schicksal der Zellen beeinflussen. Im Einklang
mit diesen Ergebnissen stehen somit auch die Versuche von Atsushi Kubo und Mitarbeitern, die
durch einen zeitlich begrenzen Serumentzug eine vermehrte Entstehung entodermaler Zellen in EBs
erreichten (Kubo et al, 2004). Im Zuge der Etablierung und Optimierung des EB-basierten
Differenzierungsprotokolls wurde deshalb der Einfluss des Serums auf die Entstehung hepatozyten-
dhnlicher Zellen genauer untersucht. Hierfiir wurde versucht, die Ergebnisse von Kubo und
Mitautoren (Kubo et al, 2004) im Protokoll zu beriicksichtigen. Zudem wurde der Einfluss
unterschiedlicher Serum-Priparationen auf den Differenzierungsprozess tiberpriift.

Im Gegensatz zu den veroffentlichten Daten fithrte der Serumentzug zwischen Tag2,5 und Tag6
zu einer deutlich verringerten Expression des Albumingens an Tag 10 des Differenzierungs-
protokolls (IV.2.1.3.1, Abbildung 15). Zum einen spiegelt dies moglicherweise die Beobachtung

wider, dass sich unterschiedliche ES-Zelllinien bei der iz vitro-Difterenzierung trotz identischer

Kultivierungsbedingungen unterschiedlich verhalten konnen (Ward et al,, 2004). Zum anderen ist
es aber vielleicht auch ein Hinweis auf die Bedeutung der verwendeten Serumcharge. Verschiedene
Serumpriparationen unterscheiden sich haufig deutlich in ihrer Zusammensetzung und der
Konzentration enthaltener Faktoren und haben dadurch vermutlich einen entscheidenden Einfluss

auf das Differenzierungsverhalten der Zellen. Das von Kubo ez al. verwendete Serum (Kubo et al.,

2004) enthielt moglicherweise eine hohere Konzentration eines Faktors, der die Differenzierung in
Richtung entodermaler Zellen beeintrichtigte: Dies ist vermutlich der Grund, weshalb ein
temporirer Entzug des Serums einen positiven Einfluss auf die Zelldifferenzierung hatte. Das in
dieser Arbeit eingesetzte FCS weist vielleicht eine relativ geringe Menge des entsprechenden Faktors
auf oder enthilt wiederum mehr von einem zweiten Molekil mit gegenteiligem Effekt. Die
entscheidende Bedeutung des verwendeten Serums wird deutlich, betrachtet man die Ergebnisse des
Differenzierungsprotokolls mit den unterschiedlichen Serumpriparationen. Trotz ansonsten

identischer Kultivierungsbedingungen fithrt der Austausch des Serums durch eine andere
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Serumcharge zu einem drastischen Riickgang fast simtlicher Differenzierungsmarker (IV.2.1.3.2,
Abbildung 16). Dabei ist allerdings unklar, ob der Effekt direkt durch einen Einfluss des Serums auf
die Differenzierung der ES-Zellen zu Hepatozyten oder indirekt z.B. durch die geringere Effizienz
der Entstehung kardialer Vorlauferzellen in der Kultur hervorgerufen wird. Letztere scheint von

nicht unerheblicher Bedeutung fiir die Entstehung von hepatozytenihnlichen Zellen bei der iz
vitro-Differenzierung von ES-Zellen zu sein (Ogawa et al., 2005).

Einzig und allein Transthyretin als frither entodermaler Marker scheint vermehrt gebildet zu
werden. Dies steht jedoch im Gegensatz zu der reduzierten Expression des «-1-Antitrypsin-Gens,
dem zweiten entodermalen Markergen. Eine genaue Deutung dieses Ergebnisses wiirde allerdings
weitere Untersuchungen erfordern. Die Ergebnisse veranschaulichen ein weiteres groffes Problem
vieler Differenzierungsstudien: die Charakterisierung und Identifizierung entstandener
Zellpopulationen anhand ecines relativ kleinen Satzes mehr oder weniger spezifischer Marker (siche
auch Abschnitt 1.4.1). So lassen die hier gewihlten Marker keine Unterscheidung zwischen
embryonalem und extraembryonalem Entoderm zu. Auch muss man bei der Interpretation der
Ergebnisse vorsichtig sein, die eine verstirkte G6p-Expression durch anschliefende Kultivierung der
Zellen in mit NCS supplementiertem Medium zeigen (Abbildung 17). Da um den Zeitpunkt der
Geburt die G6p-Expression in der Leber um ein Vielfaches zunimmt, konnte die erhohte RNA-
Menge zwar leicht als eine zusitzliche Reifung der Hepatozyten gedeutet werden, jedoch wird die
Expression des Gens in Abhingigkeit des Nahrstoffangebotes von verschiedenen Hormonen, wie
Glukagon (iiber cAAMP), Glukokortikoiden und Insulin reguliert (Argaud et al., 1996; Schmoll et al.,
1996; Streeper et al., 1997; Schmoll et al,, 1999; Vander Kooi et al., 2003). Die beobachtete
Expressionssteigerung konnte somit lediglich auf einer unterschiedlichen Konzentration der
Hormone in den verschiedenen Seren beruhen. Zudem wird das Gen ab einem Zeitpunket kurz vor
der Geburt neben der Leber auch noch in der Niere und dem Darm exprimiert (Pan et al., 1998).
Trotzdem macht auch dieses Ergebnis deutlich, dass die fir die 7 vitro-Differenzierung verwendete
Serumpriparation einen entscheidenden Einfluss auf das Ergebnis haben kann und somit die

Aussagekraft vieler Arbeiten méglicherweise relativiert.
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V.2 Generierung eines Systems zu Visualisierung und Selektionierung hepatischer
Vorlauferzellen

Da weder reife Hepatozyten noch deren Vorliduferzellen spezifische Oberflichenmarker besitzen,

sollte ein System geschaffen werden, das die zell- und entwicklungsspezifische Expression von

Reportergenen in differenzierenden ES-Zellen erméglicht. Hierfir wurden die regulatorischen

Elemente verschiedener Differenzierungsmarker ausgewihlt, vor unterschiedliche Reportergene

gesetzt und stabil in das Genom undifferenzierter ES-Zellen integriert.

V.21 Funktionalitat der ausgewahlten regulatorischen Elemente

Sowohl das gewihlte TTR- als auch das verwendete G6Pase-Promotor-Konstrukt zeigen bei
transienter Transfektion stabiler Zelllinien die erwartete Spezifitit (IV.3.1, Abbildung 19). Beide
Konstrukte zeigen eine deutliche Aktivitit in den beiden Hepatomzelllinien HepG2 und HuH-7,
fihren aber zu keiner Transkription nachgeschalteter Leserahmen in Zellen nicht-hepatischen
Ursprungs. Im Gegensatz dazu zeigt das ALB-Promotor/Enhancer-Konstrukt auch in allen anderen
getesteten Zelllinien eine deutliche Aktivitit. Diese eingeschrinkte Spezifitit bei transienter
Transfektion stabiler Zelllinien wurde allerdings bereits von einer anderen Gruppe beobachtet
(Quinn et al., 2000) und stcht somit scheinbar im Widerspruch zu den Ergebnissen in transgenen
Miusen (Pinkert et al., 1987; Herbst et al., 1989; Biirckstitmmer, 2005). Beachtet man jedoch, dass
Gene innerhalb eines chromosomalen Kontextes einer Reihe zusitzlicher Regulationsmechanismen
unterliegen, ist ein solches Ergebnis nicht weiter tiberraschend. Untersuchungen der letzten Jahre
zeigen immer deutlicher, dass epigenetische Mechanismen wie DNA-Methylierung und Histon-
modifikationen — vor allem auch wihrend der Differenzierung von Zellen — entscheidend an der
Regulation der Genexpression beteiligt sind (Wu und Sun, 2006). Zicht man nun die Bedeutung
von HNF-3 und GATA-4 beziiglich der Expression des Albumingens wihrend der Organogenese
der Leber in Betracht und deren Fihigkeit, ihre Erkennungssequenzen auch in kondensiertem
Chromatin zu binden — und dabei zu einer Offnung der Chromosomenstruktur beizutragen (siche
Abschnitt 1.2.1) -, liegt es nahe, dass Chromatin-vermittelte Mechanismen entscheidend an der
Kontrolle des Albumin-Promotors beteiligt sind. Da diese bei transienter Transfektion jedoch nicht
greifen konnen, fithrt das moglicherweise zu der beobachteten Aktivitat des Reporterkonstruktes in

Zellen nicht-hepatischen Ursprungs.
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V.2.2 Herstellung transgener ES-Zellen mittels MMLV-basiertem retroviralem
Gentransfer

Zur Herstellung stabil transfizierter Zelllinien steht eine Vielzahl an Verfahren zur Verfiigung. Der
retrovirale Gentransfer bietet hier verschiedene Vorteile. Fiir gewohnlich erreicht man eine hohe
Transtektionseffizienz, und die Wahrscheinlichkeit, dass es zu einer stabilen Integration des
gesamten gewiinschten Abschnitts in das Empfingergenom kommt, ist hoch. Nicht zuletzt bietet
die Methode die Moglichkeit, die Anzahl der Integrate iiber den Einsatz der Viren in einer
definierten MOI zumindest teilweise zu kontrollieren. Durch den Einsatz interner Promotoren
konnte bereits Ende der 1980er Jahre sowohl eine ubiquitire (Stewart et al., 1987) als auch eine
zellspezifische Expression (Soriano et al., 1986) nachgeschalteter Gene in durch Infektion von

Priimplantationsembryonen erzeugten transgenen Mausen erzielt werden.

V.2.2.1 Die Transfektion der klonierten Expressionsplasmide in die
Verpackungszelllinie fiihrt zu relativ niedrigen Virentitern im Uberstand

Betrachtet man die durchschnittlichen Titer der erzeugten Reporterviren (TTR-nucGFP-, ALB-
¢CFP- bzw. G6P-DsRed2-Virus) oder des CAG-eCFP-Kontroll-Virus, liegen diese zwischen einem
Faktor von 10 und 200 unter denen des CMV-eCFP-Virus (IV.3.2.2). Im Falle der besonders
niedrigen Titer, welche nach Transfektion der Vektoren pQTTR-nucGFPIP_PGK-ZeoR und
pQALB-eCFPIH_PGK-ZeoR erzielt wurden, spielt sicherlich die Grofle der Inserts eine
entscheidende Rolle, die beide mit etwa 6,2 kb im Bereich der maximalen Kapazitit der Vektoren
von ca. 6,5kb liegen (Angabe des Herstellers). Im Falle des G6P-DsRed2- und des CAG-¢CFP-
Virus ist es allerdings unwahrscheinlich, dass es aufgrund der Grofle zu einem ineffizienten Ver-
packen des retroviralen Transkripts kommt. Vor allem der direkte Vergleich der beiden Kontroll-
Viren (CMV-eCFP-Virus, CAG-eCFP-Virus) legt nahe, dass der interne Promotor einen direkten
Einfluss auf den erzielten Virustiter hat. Abweichungen im Virustiter bei Verwendung

unterschiedlicher interner Promotoren wurden bereits frither beschrieben (Guild et al., 1988).
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V.2.2.2 Eine Reihe von Faktoren verhindert die effiziente Erzeugung der transgenen
Zelllinien durch retroviralen Gentransfer

Die Infektion undifferenzierter ES-Zellen mit den erzeugten Kontroll-Viren (CAG-eCFP-Virus
bzw. CMV-e¢CFP-Virus) funktioniert, verliuft aber duf8erst ineffizient (IV.3.2.4, Abbildung 24). Ein
entscheidender Faktor dabei ist sicherlich die Verkiirzung der Inkubationszeit der ES-Zellen mit
den virushaltigen Uberstinden von iiber 12 Stunden (bei der Titerbestimmung auf NIH3T3-
Zellen) auf ca. 2 Stunden. In dieser kurzen Zeit kann nur ein kleiner Teil der infektiosen
Viruspartikel an die Zellen binden (Wang et al., 1991b). Dies erklart jedoch noch nicht, warum bei
Infektion der ES-Zellen mit den retroviralen Reporterkonstrukten keine bzw. nur so wenige
transgene Klone generiert werden konnten (IV.3.2.5). Bei der beobachteten Effizienz von nur 5 %
sollte dies selbst bei einem Titer von 3-10° Viren/ml Infektionsmedium - wie bei dem ALB-eCFP-
Reportervirus vorlag — zur Entstehung von ca. 150 resistenten Kolonien fithren. Vielmehr wird
hierbei eines der grofiten Probleme des retroviralen Gentransfers in embryonale Stammzellen
deutlich: Das silencing retroviraler Integrate in Stammzellen. Schon 1977 wurde beschrieben, dass es
kurz nach der Infektion pluripotenter embryonaler Karzinomzellen (EC-Zellen) zu einer
vollstindigen Hemmung der retroviralen Transkription kommen kann (Teich et al., 1977). Auch
wurde beobachtet, dass die Expression von integrierten Proviren bei identischen Tochterzellen stark
variieren kann, ein Phinomen, das unter dem Begriff variegation bekannt ist (Swindle et al., 2004;
Yao et al., 2004). Betroffen sind dabei neben EC- und ES-Zellen (Teich et al., 1977; Stewart et al.,
1982; Kempler et al., 1993; Haas et al., 2003) auch Priaimplantationsembryonen (Jahner et al., 1982;
Jaenisch et al., 1982) und himatopoetische Stammzellen (Bowtell et al., 1988; Challita und Kohn,
1994; Klug et al., 2000; Haas et al., 2003). Ausloser hierfiir sind verschiedene Sequenzelemente, die
sich bei MMLV vor allem im Bereich der long terminal repeats (LTRs) befinden. Trotz der
selbstinaktivierenden Eigenschaft der verwendeten Retro-X™ Q-Vektoren bleiben bei diesen nach

der Integration des Provirus die so genannte negative control region (NCR) und die innerhalb der fiir
die Replikation benétigten primer binding site (PBS) gelegene repressor binding site (RBS) erhalten.

Der Einsatz interner Promotoren kann dabei zwar zu einer Expression nachgeschalteter Gene in
ansonsten nicht permissiven Zellen fithren (Guild et al., 1988; Hawley et al., 1989a; Hawley et al.,
1989b; Rubenstein et al., 1984), der transkriptionsreprimierende Effekt beschrinkt sich jedoch

nicht auf den innerhalb der 5'LTR-gelegenen viralen Promotor, sondern beeinflusst auch interne
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Promotoren (Bowtell et al., 1988; Petersen et al., 1991; Kempler et al., 1993; Modin et al., 2000;
Haas et al., 2003). Dabei scheinen mehrere epigenetische Mechanismen eine Rolle zu spielen, die in
der Bildung repressiver, kondensierter Chromatinstrukturen resultieren (zusammengefasst in: Ellis
und Yao, 2005). Schon etwa 48 Stunden nach Infektion kommt es zu einem frithen, von einer
Methylierung der DNA unabhingigen Block, nach einigen weiteren Tagen scheinen dann auch
methylierungsabhingige Prozesse eine Rolle zu spielen (Gautsch und Wilson, 1983; Niwa et al,
1983; Cherry et al., 2000; Pannell et al,, 2000). Die Aufrechterhaltung des transkriptionsinaktiven

Status erfolgt auch nach Differenzierung (memory- oder Gedichtnis-Effeke), ist jedoch

methylierungsunabhingig (Yao et al., 2004). Hierzu passen auch die wihrend dieser Arbeit erzielten
Ergebnisse bei der Infektion der ES-Zellen mit den rekombinanten MMLV-Partikeln. Der noch
relativ hohe Anteil an eCFP-positiven Zellen ca. 48 Stunden nach Infektion der ES-Zellen mit den
Kontrollviren beruht vermutlich auf einer Expression des Gens, bevor die frithen Mechanismen
vollstindig greifen. Die geringe Anzahl Zeocin-resistenter Kolonien spiegelt das eintretende silencing
wieder. Ein Grofteil der zunichst auftretenden Kolonien lasst sich jedoch nicht vermehren, was
vermutlich auf den spiter einsetzenden methylierungsabhingigen Mechanismus zuriickzufiihren ist.
In Verbindung mit den geringen Titern an infektiosen Viruspartikeln fithrte das vermutlich dazu,
dass sich mit den TTR-nucGFP-Viren und den ALB-eCFP-Viren keine transgenen Zelllinien
etablieren lieflen und nur vier Klone isoliert werden konnten, die das retrovirale G6P-DsRed2-

Konstrukt stabil integriert hatten.

V.2.2.3 Die durch retroviralen Gentransfer erzeugten CGR8_pQG6P-DsRed2-ES-Zellen
zeigen keine erkennbare Synthese des Fluoreszenzproteins

Trotz der stabilen Expression des Zeocinresistenzgens bei Langzeitkultivierung der Zellen in ihrem
undifferenzierten Zustand kommt es nach Differenzierung der Zellen zu hepatozytenihnlichen
Zellen zu keiner detektierbaren Synthese des Fluoreszenzproteins (IV.3.5, Abbildung 31A). Im
einfachsten Falle reicht die Aktivitit des G6Pase-Promotorkonstrukts in den erzeugten Zellen nicht
aus, um bei Integration eines einzelnen Provirus zu einer ausreichend hohen Expression des
Reportergens zu fithren. Die transiente Transfektion verschiedener Hepatomzelllinien mit dem
G6Pase-DsRed2-Reporterkonstrukt zeigt bereits, dass das Expressionsniveau des Konstruktes

deutlich unter dem der anderen regulatorischen Elemente liegt (IV.3.1, Abbildung 19).
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Jedoch kénnten auch hier Silencing-Effekte wieder eine Rolle spielen. Mehrere Veroffentlichungen

zeigen ein Ausschalten zuvor vorhandener retroviraler Genexpression bei Differenzierung
pluripotenter Zellen (Niwa et al., 1983; Laker et al., 1998; Yao et al., 2004). Da es wihrend der
Differenzierung von Zellen zu erheblichen epigenetischen Modifikationen kommt (Wu und Sun,
2006) und dieser Effekt vor allem bei Proviren auftritt, die deutliche Schwankungen in ihrer

Expression in undifferenzierten Zellen zeigen (variegated viruses; Yao et al., 2004), beruht dies

moglicherweise auf einer ,Umwandlung ihres Integrationsortes in Heterochromatin wihrend des
Differenzierungsschritts” (Ellis und Yao, 2005). Um zu iiberpriifen, ob diese Mechanismen auch im
vorliegenden Fall verantwortlich sind, wire eine genaue Untersuchung der Expressionsstirke des
PGK-Promotor-regulierten Zeocinresistenzgens hilfreich, wobei jedoch nicht ausgeschlossen
werden kann, dass der Effekt auf die beiden Transkriptionseinheiten unterschiedlich stark
ausgepragt sein konnte.

Der negative Einfluss der viralen Silencer-Elemente, vor allem der nahe der S'LTR gelegenen RBS
scheint sowohl von der Art des internen Promotors (Haas et al, 2003) als auch von dessen
Entfernung (Kempler et al., 1993) abhingig zu sein. Damit wire auch ein Mechanismus denkbar,
bei dem es in den undifferenzierten ES-Zellen zu einem Umbau der Chromatinstruktur im Bereich
des nahe der 5S'LTR gelegenen G6Pase-Promotors kommt, der PGK-Promotor allerdings nicht in
gleichem Mafle betroffen ist. Dieser Zustand wird aufgrund des Gedichtniseffekes bei
Differenzierung der Zellen aufrechterhalten und verhindert eine effiziente Expression des
Fluoreszenzgens. Des Weiteren wurde gezeigt, dass Fremd-DNA wie Reste bakterieller
Plasmidriickrider (Townes et al., 1985), Selektionsmarker (Fiering et al., 1995) und Reportergene
wie lacZ (Guy et al., 1996) und im speziellen auch ¢eGFP (Dalle et al., 2005), ihre eigene sowie die

Expression gekoppelter Gene negativ beeinflussen kénnen. Es gibt somit eine ganze Reihe an
Faktoren, die eine Expression des Reportergens in differenzierten ES-Zellen beeintrichtigen bzw.
verhindern konnten und im Hinblick auf die geringe Effizienz der Generierung transgener ES-
Zellen auf diesem Weg die Isolierung funktionaler Klone unwahrscheinlich machen.

Wie lassen sich aber die Ergebnisse der Reportergenexpression auf RNA-Ebene mit den Beob-
achtungen auf Fluoreszenzebene in Einklang bringen? Mittels RT-PCR lassen sich sowohl in
undifferenzierten ES-Zellen als auch nach Abschluss des Differenzierungsprotokolls DsRed2-
spezifische RNA-Sequenzen nachweisen (IV.3.5, Abbildung 31C). Eine Erklirung wire, dass es in
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den ES-Zellen zu einer geringen unspezifischen Aktivitit des G6Pase-Promotor-Konstrukts kommt.
Diese konnte durch das Fehlen negativer regulatorischer Elemente hervorgerufen werden, die fiir
eine hepatozytenspezifische Aktivitit des Promotors benétigt werden. Dagegen sprechen jedoch die
transienten Transfektionsversuche in Zellen nicht hepatischen Ursprungs (IV.3.1, Abbildung 19).
Denkbar wiren Einfliisse starker transkriptionsaktivierender Elemente (z.B. Enhancer) im Bereich
des Integrationsortes. Auf eine Anwesenheit solcher Bereiche deutet méglicherweise die Tatsache
hin, dass es zu keinem vollstindigen silencing der Expression des Resistenzgens nach Integration des
Provirus in das Genom kommt. Zudem integrieren MML-Viren bevorzugt in der Nihe
transkriptionell erh6ht aktiver Promotorregionen (Wu et al., 2003). Vielleicht kommt es auch trotz
der selbstinaktivierenden Eigenschaft des retroviralen Konstrukts und der damit verbundenen
Zerstorung des Enhancers zu einer geringen Transkription von dem in der LTR gelegenen
Promotor. Das dadurch entstechende Transkript wiirde ebenfalls die Sequenzen des DsRed2-
Leserahmens enthalten und fiir ein positives Signal in der RT-PCR sorgen. Eine weitere Moglichkeit
ist, dass die Integration des Provirus in ein Exon eines zelluliren Gens stattgefunden hat. 34 % der
nach Infektion von Hela-Zellen mit pseudotypisierten Mausleukdmieviren untersuchten
Integrationsstellen liegen innerhalb bekannter Gene (Wu et al, 2003). Die mRNA des ent-
sprechenden Gens wiirde dann ebenfalls die DsRed2-spezifischen Sequenzen beinhalten. Niheren
Aufschluss wiirde hier eine detaillierte Expressionsanalyse mittels Northern-Blot oder die
Sequenzierung der detektierten RNA erméglichen. Der Riickgang des Signals nach Beendigung des
Protokolls spricht auf jeden Fall fiir einen wie zuvor diskutierten positionsabhingigen Effekt durch

epigenetische Modifikationen des Integrationsortes wihrend der Differenzierung der Zellen.

V.2.3 Herstellung transgener ES-Zellen durch homologe Rekombination in den
ROSA26-Lokus

Als eine alternative Methode zur Generierung transgener ES-Zellen wurde die homologe

Rekombination der Reporterkassetten in einen definierten Genort gewihlt. Dadurch lassen sich

positionsabhingige Effekte besser vorhersagen, und die Expression der einzelnen Klone sollte damit

besser vergleichbar sein. Als Ziel wurde der ROSA26-Lokus gewihlt (Friedrich und Soriano, 1991;

Zambrowicz et al., 1997). Mit einem Spleif§-Akzeptor versehene Reportergene, die in diesen Lokus

integriert werden, zeigen sowohl in ES-Zellen als auch in allen Geweben wihrend der Embryogenese
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sowie in der adulten Maus eine konstitutive Expression (Friedrich und Soriano, 1991; Zambrowicz
et al,, 1997; Soriano, 1999; Mao et al., 1999; Srinivas et al., 2001). Dies legt nahe, dass dieser Bereich
wihrend der Differenzierung von epigenetischen Modifikationen nicht betroffen ist. Der Lokus ist
mit Hinblick auf die Verhinderung positionsabhingiger epigenetischer Effekte damit eine
interessante Option fur die Insertion von gewebe- bzw. entwicklungsspezifisch exprimierten
Reporterkonstrukten. Dabei muss allerdings darauf geachtet werden, dass die Konstrukte keine als
Spleif-Akzeptor funktionierenden Sequenzen aufweisen, um eine Expression der Reportergene vom
ubiquitir aktiven ROSA26-Promotor zu verhindern. Um dies auszuschlieffen, wurde wenn maoglich

mit Targeting-Vektoren weitergearbeitet, die das Reporterkonstrukt in negativer Orientierung

enthielten (IV.3.3.1, Abbildung 26).

V.2.3.1 Die homologe Rekombination der Reporterkonstrukte in den ROSA26-Lokus
verlauft dulerst effizient

Die Generierung mehrerer transgener ES-Zelllinien erfordert ein System, welches eine effiziente
Integration der gewiinschten Sequenzen in das Empfingergenom ermoglicht. Die Insertion in den
ROSA26-Lokus mit Hilfe des Vektors pROSA26-1 scheint dieses Kriterium zu erfillen. Nach
Elektroporation der drei Reporterkonstrukte konnte in allen Fillen eine grofle Anzahl Zeocin-
resistenter Kolonien isoliert werden, von denen, abhingig von der Grof8e der Promotor/Enhancer-
Konstrukte, zwischen 30 % und 45 % den vollstindigen Sequenzbereich im Genom integriert hatten
(IV.3.3.2, Abbildung 27). Dies bestitigt die auch von anderen Gruppen beschriebene hohe Effizienz
der homologen Rekombination in den ROSA26-Lokus embryonaler Stammzellen (Soriano, 1999;
Masui et al., 2005). Die Methode scheint somit ein System zu sein, welches cine relativ ziigige

Generierung multipler transgener Zelllinien mit identischem genetischem Hintergrund zulisst.

V.2.3.2 Die Integration der Expressionskassetten in den ROSA26-Lokus stellt ein viel
versprechendes System zur gewebe- und entwicklungsspezifischen Expression
der Reportergene dar

Die Resultate der Untersuchung der Reportergen-Expression in differenzierten ES-Zellen zeigen

zunichst ein uneinheitliches und widerspriichliches Bild (IV.3.5). Betrachtet man zuerst die

Ergebnisse auf Fluoreszenzebene, so scheint zumindest im Fall des ALB-eCFP-Konstrukts der Weg
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tiber die homologe Rekombination in den ROSA26-Lokus geeignet zu sein, eine spezifische
Expression des Reportergens zu erzielen. An Tag15 des Differenzierungsprotokolls ist eine
deutliche Synthese des eCFP-Proteins zu erkennen (Abbildung 30A). Die Gegenfirbung mit einem
Mausalbumin-spezifischen Antiserum zeigt zudem, dass die Synthese nur in solchen Zellen

stattfindet, die auch das endogene Albumingen exprimieren. Die Unterschiede in der eCFP-

Expression der getesteten Zelllinien lassen sich dabei leicht erkliren. Bei Zelllinien, die keine
Synthese des Fluoreszenzproteins zeigen, konnte es zu einer Mutation oder einer Deletion innerhalb
des Konstruktes gekommen sein, welche nicht durch die Genotypisierung mittels PCR aufgedeckt
werden kann. Der Unterschied in der Stirke der eCFP-Synthese zwischen den drei positiven Linien
konnte darin liegen, dass es im Falle des am stirksten leuchtenden Klons zu einer Integration des
Reporterkonstrukes in beide Allele des Lokus kam, wihrend in den beiden anderen Linien nur eine
Kopie der Reporterkassette integriert wurde. Fiir eine Bestatigung dieser Theorie wire eine genauere
Genotypisierung der Zelllinien mittels Southern-Blot oder quantitativer PCR notwendig,

Die Ergebnisse bestitigen die Beobachtungen anderer Gruppen, dass es bei Integration von
vollstindigen Expressionseinheiten in den Lokus zu einer zuverlissigen Expression der Gene sowohl
in undifferenzierten als auch in differenzierten ES-Zellen kommt (Zheng et al., 2005). Dabei scheint
cbenfalls die Regulierbarkeit der eingesetzten Promotoren erhalten zu bleiben, wie Versuche mit
Tetracyclin-regulierbaren Systemen zeigen (Masui et al., 2005; Miyazaki et al., 2004; Miyazaki et al.,
2005). Wieso aber ist nach stabiler Transfektion der anderen beiden Reporterkassetten keine
eindeutige Fluoreszenz differenzierter Zellen zu beobachten? Die FACS-Analyse nach
Differenzierung der CGR8_pROSA_TTR-nucGFP-Zellen liefert hierfiir mdglicherweise die
Antwort. Nach Differenzierung der Zellen zu TTR-positiven Zellen scheint es durchaus zu einer
Synthese des nucGFP-Proteins zu kommen, wie die Verschiebung der Fluoreszenzintensitit einer
Teilpopulation der Zellen entlang der X-Achse im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle verdeutlicht
(Abbildung 29B). Diese ist jedoch nicht ausreichend, um eine Identifizierung der Zellen vor dem
relativ hohen Hintergrund zu erméglichen. Ein dhnliches Problem kénnte auch bei den mit dem
pROSA-G6P-DsRed2-PGK-ZeoR-Konstrukt stabil transfizierten Zellen vorliegen, zumal nach
Abschluss des Differenzierungsprotokolls eine Reihe an Strukturen existiert (einschlieflich der
Bereiche Albumin-produzierender Zellen), die ecine sehr hohe Eigenfluoreszenz im roten

Wellenlingen-Bereich aufweist (nicht gezeigt). Zicht man nun in Betracht, dass auch im Falle des
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ALB-eCFP-Konstruktes nur einer der drei funktionalen Klone eine deutliche Fluoreszenz zeigt
(siche oben) und selbst diese noch relativ schwach ist, liegt das Problem vermutlich in der
Expressionsstirke der Reporterkonstrukte. Um die Expression der Reportergene deshalb genauer zu
charakterisieren, wurde zusitzlich zu verschiedenen Zeitpunkten RNA isoliert und eine RT-PCR
mit den Reportergen-spezifischen Primern durchgefiihrt (Abbildungen 29A, 30B und 31B). Dabei
konnte allerdings selbst bei dem in der Fluoreszenzmikroskopie  funktionalen
CGR8_pROSA_ALB-eCFP-Klon keine Korrelation der Signalstirke mit dem Differenzierungs-
zustand bzw. der Expression des endogenen Albumingens festgestellt werden. Vielmehr ergab die
PCR bei allen Zelllinien bereits bei cDNA aus undifferenzierten Zellen ein deutliches Signal, das
nach Differenzierung eher abnimmt anstatt stirker zu werden. Nun ist es vorstellbar, dass es bei
allen Konstrukten zu einer schwachen unspezifischen Aktivitit der Promotor-Konstrukte in
undifferenzierten Zellen kommt. Die Immunfluoreszenzmikroskopie der pROSA26_ALB-¢CFP-
transgenen Zellen zeigt, dass nur einige wenige Zellen eine spezifische Expression des Fluoreszenz-
gens aufweisen. Die relativ unempfindliche Methode der semiquantitativen PCR kann diese
zusitzliche Expression moglicherweise nicht auflosen. Das Signal in undifferenzierten Zellen ist
jedoch so stark, dass man erwarten wiirde, die Expression der Reportergene auch in der
Fluoreszenzmikroskopie detektieren zu konnen. Eine erhohte Fluoreszenz undifferenzierter
transgener ES-Zellen wurde jedoch nie beobachtet (nicht gezeigt). Vielmehr liegt die Vermutung
nahe, dass das Signal nicht — zumindest nicht ausschlieflich - auf einer Aktivitit der in den
ROSA26-Lokus integrierten Promotoren beruht. Dabei sind verschiedene Mechanismen
vorstellbar, die zu einem Signal in der RT-PCR fithren kénnten. Moglicherweise beruht das Signal
auf der Detektion noch nicht gespleifiter RNA des ROSA26-Lokus. Die Polyadenylierung ist eng

mit dem Spleiflen vor allem der 3'-gelegenen Introns der pra-RNA verkniipft und kann sowohl 77
vitro als auch in vivo diesem vorausgehen (Niwa und Berget, 1991; Wetterberg et al., 1996; Bauren

ct al, 1998). Eine Detektion von Sequenzen innerhalb von Introns kann somit auch bei
Verwendung von Oligo(dT)-Primern bei der reversen Transkription nicht ausgeschlossen werden.

Zudem ist fir die Integrationsstelle in gegensitzlicher Richtung cin EST (expressed sequence tag)

dokumentiert, was zu einer Verfilschung der Resultate in der RT-PCR fihren konnte

(Abbildung 32).
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Abbildung 32: Genomische Umgebung des ROSA26-Lokus. Gezeigt ist die direkte Umgebung des
Integrationsortes im ROSA26-Lokus (rote Linie). Die Karte enthdlt bekannte Gene (dunkelrot) sowie
dokumentierte cDNAs (griin) und ESTs (lila). Markiert sind die Transkripte des ROSA26-Lokus und des ESTs, der
mit der Insertionstelle liberschneidet (Ensembl Genome Browser, 2006).

Eine Klarung sollte mittels der Verwendung anderer Primer-Kombinationen in der RT-PCR oder
tiber eine genauere Untersuchung der Transkripte mittels Northern-Blot und Sequenzierung
moglich sein. Die Integration der Expressionskassetten in den ROSA26-Lokus kénnte somit
durchaus ein viel versprechendes System zur gewebe- und entwicklungsspezifischen Expression der
Reportergene darstellen, bedarf dabei aber noch einer genaueren Untersuchung und einer Opti-

mierung der Reporterkonstrukete.

V.3 Ausblick

Obwohl die Differenzierung embryonaler Stammzellen iz vitro viele Vorteile gegeniiber der
Untersuchung von Entwicklungsprozessen iz vivo haben mag, bleibt sie ein duflerst komplexes
System. Nur geringe Unterschiede in den Kultivierungsbedingungen oder bei den verwendeten Zell-
linien konnen zu véllig unterschiedlichen Ergebnissen fithren und machen es schwer, die Ergebnisse
einzelner Arbeitsgruppen zu vergleichen. Dabei wird immer deutlicher, welchen Einfluss das Serum

auf den Differenzierungsprozess hat. Immer mehr Gruppen studieren deshalb in letzter Zeit

serumbedingte Effekte (Kubo et al., 2004; Passier et al., 2005; Arufe et al.,, 2006; Taha et al., 2006).
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Die hier erzielten Ergebnisse zeigen jedoch, dass es nicht nur eine Frage der An- oder Abwesenheit
von Serum ist, sondern auch Chargenunterschiede eine erhebliche Rolle spielen kénnen. Dies
verdeutlicht umso mehr, wie wichtig die Entwicklung von Protokollen ist, die unter véllig
definierten Bedingungen ablaufen. Wihrend bei anderen Zelltypen hier inzwischen grofie
Fortschritte gemacht wurden (Gissel et al., 2006; Bouhon et al., 2005; Ueno et al., 2006), sind auf
dem Gebiet der iz vitro-Differenzierung embryonaler Stammzellen zu Hepatozyten bis heute keine
Ergebnisse veroffentlicht. Allerdings erméglichen die hier gezeigten chargenabhingigen Unter-
schiede auch neue Wege. So wire es interessant, die exakten Zusammensetzungen der verwendeten
Serumpraparationen zu vergleichen. Auf diese Art gelingt es moglicherweise, die Anzahl relevanter
Serumfaktoren stark einzuengen und neue Einsichten tiber den Einfluss des Serums zu gewinnen.

Inwieweit die Entwicklung von Differenzierungsprotokollen in Monolayer-Kulturen zu einem
besseren Verstindnis der iz vivo-Vorginge beitrigt oder ob hier vielleicht zu oft Artefakte

beobachtet werden, bleibt fraglich. Vielleicht konnte hier die begonnene Untersuchung des
Einflusses von FGF-4, RS und LIF bei genauerer Analyse Anhaltspunkete liefern.

Eine grofie Hilfe konnte auch hierbei ein Reportersystem sein, wie es im Zuge dieser Arbeit zu
etablieren versucht wurde. Die viel versprechenden Ergebnisse der pROSA26_ALB-eCFP-
transgenen ES-Zellen zeigen, dass der hier gewihlte Weg eine Moglichkeit bietet, relativ schnell zu
weiteren transgenen Zelllinien zu gelangen, die eine zell- und entwicklungsspezifische Expression
von Reportergenen aufweisen. Hierfur sollte jedoch erst genauer geklirt werden, was zu den
Signalen in der RT-PCR fithrt. Um eine gesteigerte Expression der Reportergene zu erreichen,
koénnte versucht werden, die Menge an bakteriellen Sequenzen in den Konstrukten zu reduzieren
(Townes et al., 1985). Auch wurde gezeigt, dass die Anwesenheit von Intronsequenzen oft cinen
deutlichen positiven Einfluss auf die Expression von Genen haben kann (Brinster et al., 1988; Gruss
et al, 1979; Gruss und Khoury, 1980). Bei Einfigen von Intronsequenzen und somit Spleif3-
Akzeptoren muss dann allerdings eine negative Orientierung der Reporterkonstrukte auf jeden Fall
beachtet werden. Moglicherweise muss aber gerade im Falle des Reporterkonstruktes fur reife
Hepatozyten der Gé6Pase-Promotor durch einen stirkeren Promotor ersetzt werden. Die

Nitzlichkeit solcher Reporter-Zelllinien wurde inzwischen bereits mehrfach auch im Bereich der i
vitro-Differenzierung von ES-Zellen zu Hepatozyten gezeigt (Ishii et al., 2005; Teratani et al., 2005;

Yamamoto et al., 2005). Ein System, welches die Identifizierung der Zellen in unterschiedlichen
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Entwicklungsstadien vor einem gemeinsamen genetischen Hintergrund erméglicht, existiert jedoch
noch nicht.

Ein Schwerpunke aller zukiinftigen Forschungsarbeiten auf diesem Gebiet sollte auf jeden Fall auch
die Suche nach eindeutigen Differenzierungsmarkern sein. Dies ist unabdingbar, um eine

verniinftige Deutung aller erzielten Ergebnisse zu erméglichen.
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